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RESUMO 
 
 
 
 
Além da ausência da distrofina, estresse oxidativo e processo 
inflamatório são fatores que também contribuem com a fisiopatogênese da 
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). Atualmente, o tratamento mais  
utilizado no paciente distrófico é a administração de glicocorticoides.  
Entretanto, seu uso prolongado produz diversos efeitos colaterais, o que torna 
fundamental a busca por terapias alternativas que minimizem a evolução da 
doença, melhore a qualidade de vida dos pacientes distróficos e ao mesmo 
tempo apresentem menos efeitos adversos. Neste sentido, o presente trabalho 
teve como objetivo analisar o potencial efeito antioxidante e anti-inflamatório da 
Idebenona, uma substância análoga à coenzima Q10 endógena, sobre as 
células musculares distróficas de camundongos mdx, modelo experimental da 
DMD. Culturas primárias de células musculares de camundongos mdx foram 
tratadas com Idebenona. Células mdx não tratadas e células de camundongos 
da linhagem C57BL/10 foram utilizadas como controle. Após o tratamento: (1) 
não foram identificadas diferenças significativas na viabilidade da cultura  
celular através do ensaio MTT; (2) observou-se redução significativa da 
concentração de cálcio intracelular por meio do indicador FLUO-4; (3) 
constatou-se redução significativa do processo inflamatório através da 
diminuição do conteúdo de TNF-α e NF-κB (western blotting); (4) verificou-se 
redução significativa do estresse oxidativo através da diminuição no conteúdo 
de 4-HNE (western blotting) e na produção de H2O2 (sonda Amplex Red); (5) 
com relação ao sistema antioxidante não se observou alteração no conteúdo  
de glutationa (GSH), porém verificou-se redução significativa do conteúdo de 
catalase e aumento significativo das enzimas Glutationa Redutase (GR), 
Glutationa Peroxidase (GPx) e Superóxido Dismutase (SOD). O conjunto dos 
resultados sugerem que a Idebenona apresenta potencial efeito anti- 
inflamatório e antioxidante sobre as células musculares distróficas. 
 
Palavras Chaves: antioxidante, célula muscular, estresse oxidativo, inflamação, 
 
mdx. 
ABSTRACT 
 
 
 
 
Oxidative stress and inflammation are factors that besides the 
absence of the dystrophin protein, also contribute towards the pathogenesis of 
Duchenne Muscular Dystrophy (DMD). The most used treatment in dystrophic 
patients nowadays is the administration of glucocorticoids. However, prolonged 
use may produce many adverse side effects, which makes it essential to seek 
alternative therapies that minimize disease progression, improve life quality of 
the dystrophic patients while at the same time present fewer side effects. In this 
sense, this study is aimed at analyzing the potential antioxidant and anti- 
inflammatory effects of idebenone, an analogous substance to endogenous 
coenzyme Q10, on dystrophic muscle cells from mdx mice. Primary cultures of 
muscle cells from mdx mice were treated with idebenone. Mdx mice untreated 
cells and C57B /10 cells were used as controls. After treatment: (1) significant 
differences were not found in the cell culture viability by MTT assay; (2) there 
was a significant reduction in the intracellular calcium concentration using the 
Fluo-4 indicator; (3) there was a significant reduction in the inflammatory process 
by decreasing TNF-α and NF-kB content (western blotting); (4) there was a 
significant reduction of oxidative stress by decreasing the 4-HNE content 
(western blotting) and the H2O2 production (Amplex Red); (5) with regard to the 
antioxidant system, there was no change in the glutathione (GSH) content, but 
there was a significant reduction of the catalase content and significant increase 
in the glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx) and superoxide 
dismutase ( SOD) enzymes. The overall results suggest that idebenone presents 
potential anti-inflammatory and antioxidant effect on dystrophic muscle cells. 
 
Keywords: antioxidant, muscle cell, oxidative stress, inflammation, mdx 
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INTRODUÇÃO 
 
1. Distrofia Muscular de Duchenne 
 
As distrofias musculares são um grupo heterogêneo de distúrbios genéticos 
que causam degeneração progressiva das fibras musculares (Emery, 2002). 
A distrofia muscular de Duchenne (DMD) foi descrita em 1852, por Edward 
Meryon (Emery & Emery, 1993), mas foi nomeada apenas em 1868 por Guillaume- 
Benjamin-Amand Duchenne, que reportou diversos casos de meninos com “paralisia 
muscular pseudo-hipertrófica” (Rondot, 2005). 
A DMD é considerada a mais prevalente e devastadora das distrofias 
musculares humanas, afetando 1 a cada 3500 crianças do sexo masculino nascidas 
vivas (Briguet et al, 2004). Por se tratar de uma doença recessiva relacionada ao 
cromossomo X, sua incidência pode aumentar devido a mutações espontâneas no 
gene distrofina (locus Xp21.1); 65% das mutações causadas são deleções 
intragênicas, 6 a 10% são duplicações intragênicas e 30 a 35% são mutações pontuais 
(Nallamilli et al, 2014). 
O gene distrofina codifica a produção da proteína distrofina, que é um 
componente importante do complexo distrofina-glicoproteína (CDG), responsável por 
conectar o citoesqueleto à matriz extracelular em músculos esquelético e cardíaco 
(Muntoni et al, 2003). No músculo sadio, a proteína distrofina está localizada na 
superfície intracelular do sarcolema, ao longo de todo o comprimento das miofibras 
(Ljubicic et al, 2014), estabilizando as fibras durante os repetidos ciclos de contração 
(Ogura et al, 2014). Na DMD, este gene modificado codifica a produção de uma 
distrofina ineficiente ou a não produção da mesma (Braun et al, 2014). Por sua vez, o 
CDG torna-se ineficiente, resultando em fragilidade muscular, dano induzido pelo 
processo de contração, necrose e inflamação (Lapidos et al, 2004). 
As fibras funcionais são substituídas por tecido adiposo e fibroso (Bach & 
Martinez, 2011), caracterizando a perda e fraqueza muscular, que afeta a integridade 
física, axial e os músculos faciais em graus variáveis. Em casos raros, outros órgãos 
ou tecidos, como o cérebro ou a pele, podem ser acometidos. A fraqueza muscular 
pode levar a perda de função motora na puberdade, prejuízo cardíaco e respiratório e 
morte prematura (Mercuri & Muntoni, 2013; Bach & Martinez, 2011). 
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Um dos sinais clássicos da distrofia muscular de Duchenne é o Sinal de 
Gowers (Figura 01) ou levantar miopático, onde o paciente não tem energia 
necessária para estender os joelhos, tendo, então, que apoiar as mãos nos joelhos 
para trazer a parte superior do tronco para cima para conseguir impulso, ficando na 
posição vertical (Pearce, 2000). 
 
FIGURA 01. Sinal de Gowers ou Levantar Miopático (Umphred, 2004). 
 
 
 
Como os sinais clínicos não são suficientes para se diagnosticar a doença, 
a análise plasmática de creatinoquinase (CK) pode ser indicativo para o diagnóstico. 
A CK é uma enzima presente em diversos tecidos e nos músculos. As lesões nas 
fibras musculares permitem sua liberação para o plasma, podendo ser indicativo da 
degeneração muscular. O valor aceitável para CK é 300 IU/L. Em pacientes com DMD, 
esses valores podem exceder 1000 IU/L, chegando a 30.000 IU/L. Ainda assim, trata- 
se de um indicador falho para detecção da doença e avaliações de rotina, mas pode 
ser utilizado para detectar alterações em recém-nascidos (Scully et al, 2015). 
Os pacientes com DMD são acometidos com cardiomiopatia grave, embora 
o grau de comprometimento cardíaco seja variável. Geralmente, manifesta-se 
aproximadamente aos 10 anos de idade e é prevalente na maioria dos pacientes na 
segunda década de vida (Mazur et al, 2012). O primeiro sinal da cardiomiopatia é a 
dilatação  e  hipertrofia  do  ventrículo  esquerdo,  seguido  por  anormalidades      no 
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eletrocardiograma (Kirchmann et al, 2005; Nigro et al, 1990). Essas alterações 
eletrocardiográficas estão associadas às mudanças morfológicas no músculo 
cardíaco (Sanyal et al, 1978), fibrose do miocárdio e defeitos na condução do estímulo 
(Sanyal & Johnson, 1982). O declínio acentuado da função cardíaca está 
correlacionado com o aumento da deposição fibrótica, impedindo a contração normal 
do músculo cardíaco (Hor et al, 2013). 
Crianças com DMD podem, ainda, apresentar retardo no 
neurodesenvolvimento, podendo ser observado nos primeiros anos de vida (Pune et 
al, 2012; Hinton et al, 2007). Cerca de um terço dos pacientes apresentam alterações 
cognitivas e mudanças comportamentais. Esses sinais são mais frequentes em 
pacientes com mutações nas isoformas da distrofina expressas no cérebro, que são 
componentes estruturais dos neurônios, células gliais e células de Schawann (Pane 
et al, 2013; Cyrulnik & Hinton, 2008). 
 
1.1. Complexo Distrofina-Glicoproteína 
 
O CDG (Figura 02) é composto por cinco glicoproteínas sarcolemais (α- 
distroglicana, 50-DGA, β-distroglicana, 43-DAG e 35-DAG), uma proteína 
transmembranar de 25kDa (25-DAP), duas proteínas intracelulares (59-DAP) e 
distrofina (Ervasti & Campbell, 1993; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992; Yoshida & 
Ozawa, 1990). A α-distroglicana liga-se à laminina e a distrofina liga-se aos filamentos 
de actina, indicando que a função do CDG consiste em interligar a matriz extracelular 
ao citoesqueleto (Ervasti & Campbell, 1993; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992). 
Há evidencias de que o CDG está envolvido na sinalização celular através 
das interações com calmodulina, GRb2 (Growth fator receptor-bound protein 2 – 
proteína adaptadora envolvida na sinalização celular) e óxido nítrico neuronal (Rando, 
2001). 
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FIGURA 02. Complexo distrofina-glicoproteína (Adaptado a partir de Rahimov & 
Kunkel, 2013 e Cossu, 2004). 
 
 
1.1.1. Distrofina 
 
O gene distrofina é o maior gene descrito no genoma humano. Estende-se 
a 2,3 x 106 pares de bases, contendo 79 exons, codificando uma proteína de 427 kDa, 
que é expressa no músculo esquelético, cardíaco e cérebro (Hoffman et al, 1987). 
A distrofina possui 4 domínios principais: o domínio N-terminal, que é 
codificado pelos exons de 1 a 8, liga-se à actina em dois domínios homólogos à 
calponina: CH1 e CH2 (Norwood et al, 2000; Levine et al, 1992); a parte central da 
distrofina, que é codificada pelos exons de 8 a 61, é constituída por 24 repetições de 
espectrinas interespaçadas (Koenig & Kunkel, 1990); um terceiro domínio, codificado 
pelos exons 62 a 69, é rico em cisteína e liga-se à proteína de membrana β- 
distroglicana e a outras proteínas (Hnia et al, 2007a; Huang et al, 2000); e o domínio 
C-terminal,   codificado   pelos   exons   69   a   79,   liga-se   a   diversas    proteínas 
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citoplasmáticas, incluindo as sintrofinas e a distrobrevinas (Wallace & McNally, 2009; 
Newey et al, 2000; Sadoulet-Puccio et al, 1997; Hoffman et al, 1987). 
Além da distrofina, há uma outra proteína com elevado grau de identidade 
de aminoácidos com a distrofina: a utrofina (Pearce et al, 1993). Ambas as proteínas 
têm afinidade para a ligação com a F-actina e a capacidade de ligar-se ao CDG 
(Rybakova et al, 2002). Em adultos, a expressão da utrofina no músculo esquelético 
é baixa e limitada às junções neuromusculares para auxiliar a formação da estrutura 
sináptica (Ohlendieck et al, 1991). Em pacientes distróficos, sabe-se que a utrofina 
está hiper-regulada, indicando uma habilidade para compensar a ausência da 
distrofina. Entretanto, estes níveis ainda não são suficientes para evitar ou reverter a 
doença (Takemitsu et al, 1991). Diversos estudos vêm tentando regular a expressão 
da utrofina como possível reversão do quadro da doença. Ainda assim, nenhuma 
melhora no quadro clínico do paciente ou alterações nos sinais da doença foram 
constatados (Basu et al, 2011; De Moor et al, 2011; Chancellor et al, 2011; Moorwood 
et al, 2011; Tinsley et al, 2011). 
 
1.1.2. Distrobrevinas 
 
Com homologia ao domínio C-terminal da distrofina, as distrobrevinas 
possuem duas isoformas: α e β-distrobrevina e são expressas no cérebro, no fígado 
e nos pulmões. Apenas a α-distrobrevina é altamente expressa no músculo 
esquelético (Peters et al, 1997; Blake et al, 1996; Sadoulet-Puccio et al, 1996), 
localizada ao longo do sarcolema e altamente concentrada na junção neuromuscular 
(Blake et al, 1996). A distrofina e as distrobrevinas possuem sítios de ligação com as 
sintrofinas (Sadoulet-Puccio et al, 1997). 
Sabe-se que as diferentes expressões das distrobrevinas conferem 
diferentes funcionalidades do CDG. No cérebro, por exemplo, α e β-distrobrevina são 
expressas diferentemente em neurônios e células da glia (Blake et al, 1999). 
A presença de tirosina quinase no domínio C-terminal da distrobrevina 
sugere que a interação entre proteínas pode ser modulada pela fosforilação da tirosina 
(Balasubramanian et al, 1998). 
23 
 
 
 
 
1.1.3. Sintrofinas 
 
As sintrofinas (α1, β1 e β2) são altamente expressas em diversos tecidos 
(Ahn et al, 1996; Adams et al, 1993). A isoforma α1 é expressa em altos níveis no 
músculo esquelético, mas também em outros tecidos (Adams et al, 1993). 
Demonstrou-se que a dinâmica da interação entre sintrofina e distrobrevina 
é regulada através da calmodulina e da fosforilação e desfosforilação da distrofina 
(Walsh et al, 1995). A sintrofina é fosforilada por uma proteína quinase cálcio- 
calmodulina dependente e regula sua ligação com a distrofina (Madhavan & Jarrett, 
1999). 
As sintrofinas e as distrobrevinas atuam fornecendo suporte para as 
proteínas de sinalização (Sadoulet-Puccio et al, 1996; Adams et al, 1993). Embora 
não haja mutações primárias nos genes que codificam essas proteínas, sabe-se que 
sua expressão é diminuída em músculos distróficos (Adams et al, 1993). 
A calmodulina, presente em diversos tipos celulares e, também, no CDG, é 
relevante para a função sinalizadora do complexo devido a sua associação com a 
proteína quinase cálcio-calmodulina dependente (CaMk II; Madhavan et al, 1994), que 
é responsável por fosforilar a distrofina, inibindo a ligação com a sintrofina (Madhavan 
et al, 1999). Além disso, a calmodulina associada ao complexo pode afetar a cascata 
de sinalização celular que regula a sobrevivência da celula (Datta et al, 1999). 
Além da calmodulina, a enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), cuja 
função é produzir óxido nítrico para modulação das vias de sinalização (Bredt & 
Snyder, 1994). Acreditava-se que a sintrofina era a única responsável por ancorar o 
nNOS no sarcolema, mas já se sabe que outras proteínas do complexo também 
possuem essa capacidade (Thomas et al, 2003; Brenman et al, 1996). 
 
1.1.4. Complexo das distroglicanas 
 
A transcrição do gene da distroglicana produz um peptídeo de 97 kDa 
(Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1993; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992), que é 
clivado posteriormente em α e β-distroglicana (Esapa et al, 2003; Jayasinha et al, 
2003). As formas glicosiladas maduras da α e β-distroglicanas formam um complexo 
associado com a distrofina (Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992). Sabe-se que a 
proteína é expressa em diversos tipos celulares (Tian et al, 1996; Durbeej et al, 1995; 
Yamada et al, 1994). 
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As α e β-distroglicanas se associam com a membrana celular. A β- 
distroglicana atravessa a membrana, enquanto a α-distroglicana liga-se a porção 
extracelular β-distroglicana, contectando-a à laminina (Michele et al, 2002, Henry & 
Campbell, 1999). Assim, a α-distroglicana é capaz de atuar como receptora para 
agentes infecciosos (Cao et al, 1998; Rambukkana et al, 1998). No musculo 
esquelético, a β-distroglicana liga-se ao domínio rico em cisteína da distrofina 
(Rentschler et al, 1999; Jung et al, 1995). 
Além disso, a β-distroglicana ainda se liga a outra proteína transmembrana: 
ao complexo das sarcoglicanas, que é estabilizado em função da ação da 
distroglicana (Noguchi et al, 2000; Chan et al, 1998). 
Há uma associação entre o Grb2 e à β-distroglicana (Yang et al, 1995). O 
Grb2 é uma proteína com 25 kDa e participa das vias de transdução de sinal 
envolvendo receptores de tirosina quinase e da organização do citoesqueleto (Cheng 
et al, 1998; Chardin et al, 1995). Através da ligação com a Grb2, a β-distroglicana 
pode formar um completo com a proteína tirosina quinase 2 (PTK2 ou FAK), que é 
uma molécula crítica para a sobrevivência da célula, mediada por integrina 
(Schlaepfer et al, 1999). 
 
1.1.5. Complexo das sarcoglicanas 
 
As sarcoglicanas são uma família de proteínas transmembranas 
homólogas, abrangendo a membrana individualmente (Ozawa et al, 1998). Além das 
quatro sarcoglicanas (α, β, γ e δ) que são altamente expressas no músculo esquelético 
(Barresi et al, 2000; Ozawa et al, 1998), há uma quinta proteína, a ε-sarcoglicana, que 
é expressa em diversos tecidos (Ettinger et al, 1997). 
As β, γ e δ-sarcoglicanas são proteínas transmembrana do tipo II com uma 
porção amino terminal intracelular, enquanto as proteínas α e ε-sarcoglicana são 
proteínas transmembrana do tipo I com uma porção amino terminal extracelular (Chan 
et al, 1998). 
A α-sarcoglycana tem dois sítios de N-glicosilação e um domínio C-terminal 
intracelular curto (Roberds et al, 1993). A maioria das doenças que causam mutações 
são encontradas na porção extracelular da α-sarcoglicana (Bonnemann et al, 1995; 
McNally et al, 1994). 
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A β-sarcoglicana é uma proteína de 43 kDa e contém um domínio 
transmembrana e um domínio N-terminal intracelular curto, que apresenta três locais 
de N-glicosilação e é o local cujas mutações provocam a maioria das doenças 
(Bonnemann et al, 1998; Lim et al, 1995). 
Já a γ-sarcoglicana, com 35 kDa, apresenta um domínio transmembrana e 
um domínio C-terminal extracelular, com um domínio de N-glicosilação e várias 
cisteínas conservadas (McNally et al, 1996; Noguchi et al, 1995). Mutações no 
domínio extracelular causam distrofias (Torelli et al, 2005). A δ-sarcoglicana possui 
um domínio transmembrana com um pequeno domínio N-terminal intracelular e um 
domínio C-terminal extracelular maior, com um único local de N-glicosilação (Nigro et 
al, 1996). 
As mutações na ε-sarcoglicana provocam doenças cardíacas mais brandas 
em relação às mutações das outras sarcoglicanas (Carrie et al, 1997). Com estrutura 
semelhante à α-sarcoglicana, é encontrado precocemente no músculo esquelético, 
diminuindo logo após o nascimento (Straub et al, 1999). 
Há ainda uma outra sarcoglicana: a ζ-sarcoglicana, homóloga à γ e à δ- 
sarcoglicana. Está presente no músculo esquelético e cardíaco, especialmente na 
ausência das γ e δ-sarcoglicanas (Wheeler et al, 2002). 
Sugere-se que β e δ-sarcoglicana são responsáveis pela formação de um 
núcleo funcional no complexo (Noguchi et al, 2000; Chan et al, 1998). Acredita-se que 
a δ-sarcoglicana liga-se ao complexo das distroglicanas, associando-se aos outros 
componentes do CDG (Chan et al, 1998) e que a γ-sarcoglicana está mais associada 
à β-distroglicana (Noguchi et al, 2000). O complexo das sarcoglicanas é necessário 
para estabilizar o CDG e a interação distrofina-distroglicanas (Yoshida et al, 2000). A 
adesão celular está associada com a fosforilação da tirosina da α e γ-sarcoglicanas 
(Yoshida et al, 1998). 
Uma possível mutação em qualquer uma das quatro sarcoglicanas 
presentes no músculo esquelético podem causar distrofia muscular membro-cintura 
em humanos (Ozawa et al, 1998), doença neuromuscular proveniente de uma herança 
autossômica recessiva, assim como a DMD, porém com acometimento principal dos 
membros inferiores (Zatz et al, 2003). 
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1.1.6. Sarcospan 
 
Identificado recentemente, o sarcospan é uma proteína com 25 kDa, que 
apresenta quatro domínios transmembrana com uma pequena volta extracelular entre 
os domínios 3 e 4 e um domínio C e N-terminal intracelular (Crosbie et al, 1997). 
Diversos estudos evidenciaram a formação de um subcomplexo entre o 
sarcospan e as sarcoglicanas (Durbeej et al, 2003; Cohn et al, 2001; Durbeej et al, 
2000; Crosbie et al, 1999). Em camundongos deficientes de α-, β- ou γ- sarcoglicana, 
o sarcospan está ausente (Durbeej et al, 2000; Crawford et al, 2000; Crosbie et al, 
1999; Araishi et al, 1999; Coral-Vazquez et al, 1999), confirmando a relação entre as 
proteínas. O subcomplexo sarcospan-sarcoglicanas foi caracterizado em diversos 
tecidos, como no músculo liso de pulmões e rins (Groh et al, 2009; Hayashi et al, 2006; 
Ramirez-Sanchez et al, 2005; Barresi et al, 2000; Straub et al, 1999). 
Através da remoção genética da integrina em camundongos deficientes de 
sarcospan, demonstrou-se que a interação entre integrina e sarcospan é crítica para 
a manutenção do CDG (Marshall et al, 2012). 
 
1.2. Hipóteses da Patogênese 
 
Além da ausência de distrofina, que gera instabilidade para a célula 
muscular, contribuindo para a patogênese da DMD, mecanismos adicionais estão 
envolvidos, como a homeostase de cálcio anormal, o aumento de cálcio intracelular 
(Constantin et al, 2006), o aumento de espécies reativas de oxigênio, que contribuem 
para o dano através da peroxidação e da abertura dos canais (Allen & Whitehead, 
2011), e o aumento da expressão de diversas moléculas inflamatórias, fornecendo um 
quadro exacerbado da inflamação (Acharyya et al, 2007; Chen et al, 2005; Kumar & 
Boriek, 2003). 
 
1.2.1. O influxo de íons cálcio 
 
O íon cálcio (Ca2+) é um dos principais mensageiros intracelulares. As 
alterações nas concentrações de cálcio são essenciais para a contração muscular e 
para a sinalização celular (Hajnoczky et al, 1994). 
Em células sadias, há baixas concentrações de íons cálcio livres 
intracelular e altas concentrações extracelular (Alberts et al, 2002; Bootman et al, 
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2001). Canais presentes na membrana celular são responsáveis por internalizar ou 
externalizar estes íons (Alberts et al, 2002). 
O influxo, efluxo e estocagem de Ca2+ intracelular são realizados por 
diferentes tipos de canais como canais voltagem-dependentes, os quais são operados 
por despolarização; canais de Ca2+ operados pela depleção de estoques 
intracelulares (SOCs); canais receptor-operados (ROCs), que são ativados por 
mensageiros bioquímicos; canais ativados por alongamento (SACs); e canais 
associados a receptores sensoriais (TRPs) (Vandebrouck et al, 2006; Fong et 
al.,1990; Franco-Obregon & Lansman, 1990). 
De acordo com as propriedades farmacológicas e eletrofísicas, há duas 
classes de receptores/canais voltagem-dependentes: canais ativados por grandes 
despolarizações, subdivididos em dois grupos (canais sensíveis à dihidropiridina – 
DHP – e canais insensíveis à DHP); e os canais ativados por voltagens negativas. Os 
canais sensíveis à DHP são os canais tipo L, localizados no músculo esquelético, 
cardíaco, cérebro e retina. Já os insensíveis à DHP são os canais dos tipo N, P, Q e 
R, localizados nos neurônios (terminais pré-sinapticos) e responsáveis pela liberação 
de neurotransmissores. Os canais ativados por voltagens negativas são os canais do 
tipo T, presentes no sistema nervoso, músculos cardíaco e liso vascular (Ertel et al, 
2000). 
A contração do músculo esquelético inicia-se através da despolarização do 
sarcolema após a liberação de acetilcolina por neurônios motores. A despolarização 
ativa os receptores de dihidropiridina (DHPR – canais voltagem-dependentes, Baylor 
& Hollingworth, 2012; Webster et al, 1988). Com os DHPR ativados a partir do cálcio, 
há a liberação de íons Ca2+, provenientes do reticulo sarcoplasmático, para o citosol, 
através dos receptores de rianodina (RyR - ROCs). O Ca2+ pode ligar-se à troponina, 
desencadeando a resposta contrátil (Periasamy & Kalyanasundaram, 2007). O cálcio 
citoplasmático pode ser captado pelo retículo sarcoplasmático, através da Ca2+- 
ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA - SOCs), ou enviado para fora da célula, 
através da Ca2+-ATPase da membrana plasmática (PMCA). Parte do cálcio será 
captado pela mitocôndria para ativar a respiração celular e a síntese de adenosina 
trifosfato (ATP). Ainda estimula a óxido nítrico sintase mitocondrial (mNOS) a gerar 
óxido nítrico na presença de superóxido (Ruegg et al, 2002). 
Os diferentes tipos de fibras possuem cinéticas de contração próprias 
devido às diferenças no aporte de Ca2+. Fibras do tipo II apresentam até quatro vezes 
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mais cálcio do que em fibras do tipo I, que possui uma diminuição de cálcio mais rápida 
do que as fibras do tipo II (Schiaffino & Reggiani, 2011). Fibras do tipo I ainda 
apresentam maior afinidade para a absorção de Ca2+ do retículo sarcoplasmático 
(Lamboley et al, 2014). As fibras musculares são capazes de se adaptarem às 
alterações do meio, modificando o tamanho ou o tipo de fibra (Pette & Staron, 1997). 
No início dos anos 90, alguns estudos indicaram as alterações dos íons 
cálcio em músculos distróficos quando comparados com os músculos sadios (Fong et 
al, 1990; Turner et al, 1991). As fibras do tipo II são substituídas progressivamente por 
fibras do tipo I e IIA em músculos distróficos (Webster et al, 1988). 
Sabe-se que há uma interação entre a distrofina e os receptores de 
dihidropiridina. Assim, em músculos distróficos, estes receptores sofrem alterações 
devido à ausência da distrofina e à instabilidade do sarcolema, promovendo o influxo 
exacerbado de cálcio (Onopiuk et al, 2015; Jorquera et al, 2013; Buvinic et al, 2009; 
Friedrich et al, 2008; Imbert et al, 2001; Knudson et al, 1988; Tanabe et al, 1988). 
Diversos estudos demonstraram que o aumento dos níveis de Ca2+ 
intracelular é um evento precoce na fisiopatologia da DMD (Allen et al, 2010; Yeung 
et al, 2005; Ruegg et al, 2002; Turner et al, 1988). No músculo distrófico, o influxo de 
íons cálcio está relacionado, pelo menos, com os receptores de rianodina (RyR1), 
receptores do tipo L (voltagem dependentes) e o receptor de inositol trifosfato (IP3; 
Altamirano et al, 2012; Friedrich et al, 2008; Collet et al, 2003; Imbert et al, 2001). O 
nível de Ca2+ encontra-se elevado no citoplasma e em outros compartimentos 
celulares, como o reticulo sarcoplasmático e a mitocôndria (Robert et al, 2001; Mallouk 
et al, 2000). Além disso, sabe-se que há uma diminuição da atividade da SERCA em 
músculos distróficos (Gehrig et al, 2012; Nicolas-Metral et al, 2001). O aumento no 
nível de Ca2+ intracelular é responsável pela ativação de calpaína, levando à proteólise 
dos constituintes celulares, ativação de fosfolipase A2, aumento da produção de 
espécies reativas, aumento da concentração de cálcio mitocondrial e consequente 
necrose das fibras (Allen et al, 2010; Millay et al, 2009; Whitehead et al, 2006; Gissel, 
2005; Gailly, 2002; Ruegg et al, 2002; Alderton & Steinhardt, 2000). 
 
1.2.2. A produção de Espécies Reativas e a DMD 
 
A mitocôndria está presente na maioria das células eucariontes e é 
responsável pela produção de energia celular, pela apoptose e pela reposição de íons 
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cálcio necessários para a contração muscular (Brini, 2003). A quantidade de 
mitocôndrias em cada célula depende da atividade metabólica que ela desenvolve. As 
fibras musculares são divididas de acordo com a latência para a fadiga: fibras do tipo 
I e IIa exaustam lentamente e estão relacionadas a atividades de resistência; portanto, 
possuem uma alta quantidade de mitocôndrias e dependem da fosforilação oxidativa. 
Já as fibras do tipo IIb e IIc são fibras com menor quantidade de mitocôndrias e usam 
a glicólise como fonte de energia, chegando à fadiga mais rapidamente (Diaz & 
Moraes, 2008). 
A cadeia respiratória mitocondrial (Figura 03) é a responsável pela 
produção energética, através da produção de ATP. A glicose é degradada em piruvato 
no citoplasma através da glicólise. O piruvato é transportado para dentro da 
mitocôndria e convertido em acetil-CoA, que participa do Ciclo de Krebs ou Ciclo dos 
Ácidos Tricarboxilícos. Haverá a produção de NADH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo) e succinato como produtos intermediários do ciclo. Estes são oxidados 
pelo succinato-Q oxidorredutase ou Complexo II, que também é um componente do 
Ciclo de Krebs (Cecchini, 2003). O NADH produzido através da glicólise, que é 
lançado para o interior da mitocôndria, e o produzido pelo Ciclo de Krebs será oxidado 
pela NADH-Coenzima Q oxidorredutase ou Complexo I, transferindo elétrons (Hirst, 
2005). Os elétrons dos Complexos I e II serão transferidos para o Q-citocromo c 
oxidorredutase, ou Complexo III, através da Coenzima Q10, um carreador de elétrons 
lipofílico (Crofts, 2004). O Complexo III irá doar os elétrons para o Citocromo c 
Oxidase, ou Complexo IV, através do citocromo c. Estes elétrons são, então, 
transferidos para o oxigênio molecular para a formação de água (Yoshikawa et al, 
2006). Durante todo o processo das reações de oxidorredução dos complexos I, III e 
IV, prótons (H+) são transportados da matriz mitocondrial para o espaço 
intermembranar. A força motriz do gradiente de prótons é usada pela ATP-sintase 
para a produção de ATP a partir da adenosina difosfato (ADP; Boyer, 1997). 
Durante os diversos processos biológicos pelos quais as células 
eucariontes passam, há a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs), que são 
essenciais para a sinalização celular (Davies, 2000). Entretanto, o excesso dessas 
moléculas pode causar danos aos componentes biológicos, como proteínas, lipídios 
da membrana e o próprio DNA (Halliwell & Gutteridge, 2007). A compensação dos 
mecanismos de defesa celular através da geração de EROs é denominada estresse 
oxidativo, e está presente em diversas doenças e alterações metabólicas, como o 
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envelhecimento, doenças inflamatórias, câncer, perda de massa muscular e 
distrofinas musculares (Arthur et al, 2008; Valko et al, 2006; Droge, 2003; Rando, 
2002). 
As moléculas com alta atividade redox, com a presença de um átomo de 
oxigênio, como o superóxido (O2 ), radical hidroxila (HO ) e hidroperóxidos (ROOH), 
são consideradas EROs. Essas moléculas possuem, pelo menos, um elétron 
desemparelhado, sendo necessário outro elétron para tornar a molécula estável. Isso 
pode ser feito através de qualquer outra molécula próxima, produzindo um novo 
radical livre. Segue-se uma reação em cadeia, em que diversas macromoléculas 
podem ser atingidas e danificadas, como lipídios e proteínas de membrana, entre 
outras. Para reverter o dano, a célula ativa diversos agentes e enzimas para 
desintoxicar e diminuir o número de EROs. 
 
 
 
FIGURA 03. Cadeia respiratória mitocondrial e a geração de energia. (Adaptado a 
partir de Nelson & Cox, 2008). 
 
Este processo ocorre naturalmente em células saudáveis. Entretanto, 
devido à falha ou ausência deste sistema de proteção, os elétrons reativos são 
rapidamente capturados e o dano não consegue ser controlado (Murphy, 2009). 
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Murphy (2009) propôs três principais mecanismos para a produção de 
EROs na mitocôndria: 1) Sob condições normais, baixos níveis de EROs são 
produzidos pelos Complexos I e III da mitocôndria, por mecanismos  desconhecidos; 
2) Um aumento na razão NADH/NAD+ e uma baixa demanda de produção de ATP 
promove transferência de elétrons do NADH para o oxigênio molecular no Complexo 
I, promovendo a produção das EROs; 3) Com um alto gradiente de prótons no espaço 
intermembranar, a CoQ10 reduzida pode transferir os elétrons para o oxigênio 
molecular através do transporte reverso de elétrons, produzindo EROs (Figura 04). 
A célula emprega alguns mecanismos para sua desintoxicação frente aos 
radicais livres (Figura 05). O primeiro deles é a glutationa reduzida (GSH), maior 
agente desintoxicante celular, capaz de reagir com espécies reativas de oxigênio e de 
nitrogeno (Smith et al, 1996). O grupamento sulfidrila do GSH atua como agente 
redutor. Assim, a oxidação da GSH gera GSSG, a glutationa oxidada. A deleção do 
GSH se mostrou fatal para as células uma vez que a proteção contra o dano oxidativo 
foi retirada (Sortino et al, 1999). A glutationa peroxidase (GPx) é responsável por 
promover a conversão de H2O2 em água, gerando GSSG (Park et al, 2011). Já a 
glutationa redutase recicla o GSSG em GSH novamente, utilizando NADPH. O 
superóxido é extremamente prejudicial para a sobrevivência da célula. A família das 
superóxidos dismutases é responsável pela eliminação dessas moléculas, 
convertendo-a em oxigênio molecular ou H2O2 (Weisiger & Fridovich, 1973). Este 
H2O2, por sua vez, é eliminado através da ação da catalase (Chelikani et al, 2004). 
No músculo distrófico, observou-se alterações bioquímicas características 
do processo de lesão oxidativa (Ragusa et al, 1997; Haycock et al, 1996; Hauser et 
al, 1995; Murphy et al, 1989), como o aumento da excreção de 8-hidroxi-2- 
deoxiguanosina, indicativo de lesão oxidativa no DNA (Rodriguez et al, 2003), 
alterações de proteínas (Niebroj-Dobosz et al, 2002), indução de enzimas 
antioxidantes (Mechler et al, 1984) e o acumulo de lipofuscina na fibra muscular 
(Nakae et al, 2004). 
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FIGURA 04. Hipóteses para a produção de EROs pela    mitocôndria.  A.  Condições 
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normais; B: aumento na razão NADH/NAD+ e uma baixa demanda de produção de 
ATP; C: transporte reverso de elétrons. (Baseado em Murphy, 2009). 
 
FIGURA 05. Mecanismos celulares de eliminação das espécies reativas. 
 
 
 
As razões pela qual a DMD apresenta estresse oxidativo exacerbado não 
são claras, mas a interação entre o excesso de cálcio intracelular e a inflamação pode 
ser a razão mais provável (Arthur et al, 2008; Tidball & Wehling-Henricks, 2007; 
Whitehead et al, 2006). O aumento nos níveis de Ca2+ no citoplasma leva ao aumento 
de Ca2+ mitocondrial, promovendo um aumento na síntese de ATP e o consequente 
aumento da produção de EROs pelas mitocôndrias, através do maior consumo de 
oxigênio e maior fluxo de elétrons através da cadeia respiratória mitocondrial (Feissner 
et al, 2009; Camello-Almaraz et al, 2006; Brookes et al, 2004). O dano oxidativo da 
membrana ativa o sistema imunológico, aumentando o recrutamento de células 
inflamatórias (Han, 2011; Andrews, 2005). 
Além disso, a formação de EROs através da NADPH-oxidase também está 
elevada, devido à hiper-regulação deste complexo enzimático pela distrofina ou por 
outras proteínas do CDG, promovendo a alteração de sua função (Whitehead et al, 
2010; Spurney et al, 2008; Whitehead et al, 2006). 
As EROs também têm sido relacionadas à ativação do fator de transcrição 
nuclear NF-kB nos camundongos mdx, uma vez que a inibição do mesmo apresentou 
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redução da necrose das miofibras e melhora a força muscular em diversos estudos 
(Whitehead et al, 2008; Hnia et al, 2007b; Messina et al, 2006; Carlson et al, 2005; 
Kumar et, 2003; Altavilla et al, 2000). 
 
1.2.3. Intenso infiltrado inflamatório 
 
Após um dano tecidual, a resposta inflamatória é ativada para eliminar os 
detritos teciduais restantes e para prevenir uma possível infecção. Este processo deve 
ser feito rapidamente e é crucial para a restauração do tecido danificado. Na reparação 
do músculo esquelético, macrófagos são recrutados, principalmente através da 
circulação sanguínea, para exercer uma ação inicial anti-inflamatória. Diversas outras 
moléculas são recrutadas para a região na intenção de reparar o dano tecidual (Arnold 
et al, 2007). Diversos outros mediadores químicos, como fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-α), interleucinas, osteopontina, NF-kB, são recrutados para desenvolver a 
resposta inflamatória. 
Em pacientes distróficos, diversos estudos apontam uma alta expressão de 
genes que regulam a resposta inflamatória, principalmente no diafragma e músculos 
das extremidades (Porter et al, 2003a; Haslett et al, 2002). Citocinas inflamatórias, 
como TNF-α, interleucinas IL-1β e IL-6, e células de adesão possuem maior expressão 
em miofibras distróficas (Vidal et al, 2008; Acharyya et al, 2007; Chen et al, 2005). 
Essas evidencias são suportadas por análises histológicas, avaliação genética e 
ressonância magnética demonstrando inflamação e acúmulo de células inflamatórias 
em músculos distróficos de pacientes (Martin et al, 2014; Kobayashi et al, 2009; 
Spencer & Tidball, 2001). 
Sabe-se que o infiltrado de células inflamatórias se instala no início da 
doença e persiste até os estágios tardios, contribuindo para a progressão da lesão 
muscular e da doença. No início da doença, com duas a quatro semanas de idade, as 
primeiras células inflamatórias que invadem o tecido muscular são neutrófilos, 
macrófagos e células T (Evans et al, 2009). As citocinas pró-inflamatórias, 
principalmente os macrófagos, causam desgaste muscular através da ativação do 
sistema proteolítico e inibição da regeneração muscular (Evans et al, 2009, Grounds 
& Torrisi, 2004). Os macrófagos podem fagocitar as miofibras degeneradas e 
apresentar antígenos para as células T, induzindo sua ativação. 
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Alguns estudos demonstraram que a deleção de populações específicas 
de células inflamatórias reduz a proporção de miofibras necróticas em camundongos 
mdx (Hodgetts et al, 2006; Spencer et al, 2001, Wehling et al, 2001). Além disso, o 
sistema imune também é responsável por facilitar a regeneração e reparo muscular 
(Tidball & Villalta, 2010). Essa diferença se deve ao desenvolvimento da resposta 
inflamatória do tipo 1 ou do tipo 2, entretanto não se sabe como o equilíbrio entre 
essas respostas é capaz de modular o dano e o reparo muscular (Heredia et al, 2013; 
Villalta et al, 2011; Villalta et al, 2009; Cheng et al, 2008). 
 
1.3. Tratamentos existentes 
1.3.1. Glicocorticóides, a terapia de escolha 
 
Drachman e colaboradores (1974) foram os primeiros a descrever 
resultados positivos com o emprego de glicocorticóides em pacientes com DMD. 
Siegel e colaboradores (1974) empregaram a prednisolona, 5 mg/Kg em dias 
alternados por 3 anos, mas os resultados, como perda de força e progressão da 
doença, foram severamente criticados. Um grupo de investigação clínica da Distrofia 
de Duchenne foi criado em 1981. Em estudos randomizados, duplo-cego, controlados 
com placebo, utilizando quatorze diferentes compostos com efeito anti-inflamatório, 
apenas os glicocorticoides foram efetivos e provaram algum benefício para a doença. 
Diversos estudos foram realizados a partir de então com os glicocorticoides (Angelini 
et al, 1994; Fenichel et al, 1991; Griggs et al, 1991; Brooke et al, 1987). 
A dose diária de prednisona efetiva para o tratamento foi estabelecida em 
0,75 mg/kg (Griggs et al, 1991). A prednisona foi eficiente na redução da degeneração 
muscular em 40% em modelo animal (Gaud et al, 2004). 
O Deflazacort, um derivado da prednisona, se mostrou igualmente efetivo 
em relação a esta, com uma menor incidência do aumento de peso verificado com o 
uso da prednisona (Bonifati et al, 2000; Angelini et al, 1991). Deflazacort ainda 
preservou a função pulmonar e melhora na função cardíaca a longo prazo (Biggar et 
al, 2001). 
O tratamento com glicocorticoide promoveu uma melhora na força e a 
prolongação da ambulação do paciente, aumentando a qualidade de vida (Markham 
et al, 2008; Manzur et al, 2008; Biggar et al, 2006). 
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O mecanismo de ação dos glicocorticoides está relacionado à regulação da 
transdução de sinal, atuando diretamente no núcleo. Acredita-se que os 
glicocorticoides são aptos a estabilizar a membrana muscular, reduzindo a 
mionecrose e da inflamação provenientes da modulação da resposta inflamatória 
(Spuler & Engerl, 1998), e possivelmente aumentando a expressão a utrofina, uma 
proteína análoga à distrofina (Bonifati et al, 2000). Os glicocorticoides aumentam a 
massa muscular e a força através do estimulo dos fatores de crescimento semelhante 
à insulina (Rifai et al, 1995), diminuem a produção de citocinas e a reação linfocitária 
e aumentam a proliferação de mioblastos e moléculas sinérgicas (Sklar & Brown, 
1991). 
Entretanto, há efeitos adversos consideráveis, como ganho de peso, perda 
de massa óssea, desenvolvimento de catarata e glaucoma, alterações de fisionomia, 
alterações comportamentais decorrentes do uso à longo prazo (Matthews et al, 2010). 
O deflazacort aparenta causar menor ganho de peso e aparenta ter menos efeito 
sobre a perda de massa óssea, mas está associado com o desenvolvimento de 
cataratas assintomáticas (Angelini et al, 1994). O deflazacort ainda demonstrou ser 
capaz de promover menos alterações genéticas do que a prednisona (Lit et al, 2009). 
Visando diminuição dos efeitos adversos, diversos estudos foram feitos 
com administrações alternativas dos glicocorticoides. Uma terapia em dias alternados 
não se mostrou tão efetiva quanto à administração diária (Angelini et al, 1994; Fenichel 
et al, 1991). Uma administração intermitente de 0,75 mg/Kg, durante 10 dias, com 10 
dias de pausa ao longo do mês (Kinali et al, 2002) ou administração única de 5 mg/kg 
aos fins de semana (Connolly et al, 2002) apresentaram benefícios nos parâmetros 
funcionais e menos efeitos adversos. Ainda assim, o tratamento não foi capaz de 
prevenir contraturas, não prolongando a ambulação do paciente. Administrações 
diárias de 0,35 mg/Kg, durante seis meses, visando a diminuição do efeito cumulativo 
dos glicocorticoides, corroboraram com estudos anteriores para melhora de força e 
função muscular (Backman & Henriksson, 1995). Um teste clínico com administração 
de 10 mg/kg, duas vezes por semana (fins de semana), se mostrou tão eficaz quanto 
uma administração diária de 0,75 mg/Kg e ainda apontou maior preservação da 
densidade óssea (Escolar et al, 2011). 
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1.3.2. Ação anti-inflamatória: glicocorticoides, anti-inflamatórios não esteroidais e 
outros 
Diversos podem ser os alvos para impedir a resposta inflamatória frente a 
uma lesão (Figura 06). Visando a diminuição do acometimento muscular presente na 
DMD, diversas propostas farmacológicas são estudadas. 
 
FIGURA 06. Mediadores químicos envolvidos na resposta inflamatória que são 
possíveis alvos para estratégias farmacológicas para a DMD. 
 
Os glicocorticoides, como já descritos anteriormente, são a terapia 
farmacológica de escolha para a DMD. Eles atuam através de uma inibição 
inespecífica e inibem parcialmente o NF-kB (Du et al, 2000). 
Sabe-se que a inibição das enzimas da ciclooxigenase provocam a inibição 
da produção de prostaglandinas e tromboxanos, importantes mediadores da resposta 
inflamatória (Khanapure et al, 2007). Assim, a utilização dos anti-inflamatórios não 
esteroidais, que possuem a função de inibir a COX-1 e/ou COX-2, pode apresentar 
uma diminuição na inflamação decorrente da lesão muscular na DMD. A 
administração   de   anti-inflamatórios   não   esteroidais,   como   ibuprofeno,    ácido 
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acetilsalicílico ou parecoxib, mostraram resultados efetivos na redução das citocinas 
inflamatórias, mas não houve regeneração das fibras musculares em camundongos 
mdx (Serra et al, 2012). Já o naproxcinod, um derivado do naproxeno, foi capaz de 
melhorar a função cardíaca e esquelética em estudos pré-clínicos com administração 
de 0,21 mg/Kg, além de não apresentar os efeitos adversos observados com o uso da 
prednisolona (Uaesoontrachoon et al, 2014). 
O Remicade é um anticorpo monoclonal que possui alta afinidade com o 
TNF-α, inibindo-o. Sabe-se que ele é responsável por adiar e reduzir a inflamação, 
sem efeitos adversos severos após estudos em modelo animal (Grounds & Torrisi, 
2004). O Etanercept, um bloqueador de receptores solúveis de TNF-α, protegeu a 
fibra da mionecrose induzida por exercício em camundongos mdx (Hodgetts et al, 
2006). 
A ciclosporina, um imunossupressor que atua através da inibição de 
linfócitos T, apresentou aumento significativo da geração de força muscular em 
tratamento de 8 semanas, 5mg/kg/dia (Sharma et al, 1993). De Luca e colaboradores 
(2005) demonstraram redução na doença em camundongos mdx. Por ser um 
imunossupressor e exercer dependência de dose nos pacientes, a dosagem deve ser 
bem estabelecida visando tratamento em crianças e jovens. 
Outro composto avaliado é a pentoxifilina, um composto derivado da 
xantina, e atua como inibidor competitivo não seletivo da fosfodiesterase (Essayan, 
2001). É responsável por reduzir a inflamação e a imunidade inata (Petes-Golden et 
al, 2005). In vitro, foi capaz de reduzir a produção de TNF-α e reduzir a fibrose (Vary 
et al, 1999). Em camundongos mdx, foi responsável por aumentar a força muscular 
(Granchelli et al, 2000). Entretanto, a administração em pacientes com DMD, durante 
4 semanas, não foi capaz de indicar a redução da fibrose ou aumentar a força de 
contração do músculo diafragma (Gosselin & Williams, 2006). Rolland e colaboradores 
(2006) sugerem que a pentoxifilina atuam através do aumento da resposta dos canais 
de cálcio no sarcolema, atuando através das vias alternativas da doença. 
A osteopontina é uma citocina que também foi encontrada elevada em 
pacientes com DMD (Chen et al, 2000) e em camundongos mdx (Porter et al, 2003b). 
A expressão foi relacionada com o aumento da fibrose (Vetrone et al, 2009). Sabe-se, 
ainda, que a osteopontina está relacionada à ativação do NF-kB em outras doenças 
(Urtasun et al, 2012; Steinman, 2009). Quando o NF-kB está aumentado, a 
osteopontina também está, e vice-versa. Assim, o uso da sinvastatina demonstrou 
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redução na expressão de NF-kB e osteopontina em ratos com enfarte do miocárdio 
(Zhang et al, 2010). Outras substancias foram testadas em camundongos mdx e 
apresentaram inibição do NF-kB e redução da inflamação: L-arginina (Hnia et al, 
2008), L-glutamina (Mok et al, 2008), N-Acetilcisteína (NAC; Moraes et al, 2015; de 
Senzi Moraes Pinto et al, 2013; Terrill et al, 2012; Whitehead et al, 2008), genisteína 
(Messina et al, 2011), extrato de chá verde (Nakae et al, 2012; Evans et al, 2010), 
entre outros. 
Os mastócitos estão relacionados com a mionecrose na DMD, contribuindo 
pela injuria celular (Gorospe et al, 1994). O cromoline é um fármaco que bloqueia a 
degranulação dos mastócitos, impedindo a liberação de outros mediadores 
inflamatórios. A administração deste em camundongos mdx apresentou redução da 
necrose das fibras musculares (Radley & Grounds, 2006). 
As interleucinas apresentam respostas inflamatórias e anti-inflamatórias, 
dependendo da molécula que é ativada. Uma vez ativada, algumas interleucinas 
ativam TNF-α e NF-kB, resultando em necrose da fibra muscular (Acharya et al, 2007). 
A inibição da IL-6, através do bloqueio do receptor, favoreceu a manutenção da 
homeostase do músculo, diminuindo a inflamação (Pelosi et al, 2015). 
 
1.3.3. Antioxidantes: fármacos e substâncias potenciais 
 
Em relação ao estresse oxidativo, a permeabilidade da membrana e o 
consequente influxo exacerbado de íons cálcio sobrecarregam as mitocôndrias, que 
geram uma alta quantidade de EROs. Além disso, a NADPH oxidase também gera 
EROs (Whitehead et al, 2010). O alto nível no interior da célula provoca peroxidação 
lipídica do sarcolema (Hauser et al, 1995). Por sua vez, as EROs irão induzir a 
ativação de NF-kB, aumentando a inflamação (Messina et al, 2006). 
Assim, estratégias farmacológicas empregando compostos antioxidantes, 
que visam melhora da doença e diminuição dos efeitos adversos, vem sendo 
estudados e apresentam resultados promissores. 
A n-acetilcisteína possui um amplo potencial antioxidante. Além da redução 
das citocinas inflamatórias, TNF-α e NF-kB, a NAC preveniu o aumento da 
permeabilidade da membrana (Whitehead et al, 2008). Moraes e colaboradores (2015) 
relataram diminuição da produção de H2O2 e dos níveis de 4-hidroxi-2,3-nonenal (4- 
HNE), um marcador de peroxidação lipídica. 
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O chá verde é constituído por diversos polifenois e flavonoides, compostos 
com ação antioxidante. A epigalocatequina galato é o composto majoritário do extrato. 
Estudos pré-clinicos com a substância ativa do chá verde mostraram melhora 
funcional e histológica (Nakae et al, 2008; Dorchies et al, 2006). 
Outro composto promissor para a redução do estresse oxidativo é a 
melatonina, que é secretada da glândula pineal. Um estudo com camundongos mdx 
demonstrou redução do estresse oxidativo no músculo e melhora funcional (Hibaoui 
et al, 2011). A melatonina foi capaz de reduzir a peroxidação lipídica, quantidade de 
interleucinas (IL1, IL-2, IL-6), TNF-α e a quantificação de creatino quinase no plasma 
sanguíneo em 50% (Chahbouni et al, 2011). 
A inibição da NADH oxidase promoveu a contratilidade e a reorganização 
do cálcio intracelular (Gonzalez et al, 2014). O tratamento com fator de crescimento 
semelhante à insulina I foi responsável por prevenir o dano oxidativo em células 
musculares (Yang et al, 2010). A administração de flavocoxid, uma mistura de extratos 
de flavonoides com atividades anti-inflamatória, antioxidante e de inibição do NF-kB, 
reduziu a expressão dos marcadores de estresse oxidativo, sendo mais eficiente do 
que a metilprednisolona em camundongos mdx (Messina et al, 2009). 
 
1.3.4. Expressão gênica e técnicas relacionadas 
 
Diversas técnicas de expressão gênica vêm sendo utilizadas para avaliar o 
perfil genético da doença. A técnica de microarray (microarranjos) foi utilizada em 
diversos estudos para avaliar e monitorar o perfil genético da doença. Porter e 
colaboradores (2003b) demonstraram que a expressão genética diferencial em 
camundongos mdx está associada intimamente com a diminuição do envolvimento de 
um músculo específico e com a progressão longitudinal da doença. Baron e 
colaboradores (2011) identificaram dois grupos de genes envolvidos na doença: 
genes que codificam proteínas superexpressas envolvidas na adesão extracelular da 
matriz celular e na resposta imune e genes superexpressos que codificam proteínas 
mitocondriais. 
Outra técnica emprega é o GWAS (Genome-wide association study), 
utilizada para identificar marcadores genéticos que podem ser associados a 
características complexas (Edwards et al, 2013; Hou & Zhao, 2013). A técnica 
identifica  variantes  comuns  que  marcam  regiões  do  genona  que  podem    estar 
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relacionadas às variações fenotípicas da DMD. Schoenebeck & Ostrander (2013) 
utilizaram a técnica e obtiveram bases genéticas de cães com DMD. 
A técnica de exon skipping, que permite a omissão de determinados exons, 
possibilitando a restauração da leitura da distrofina, foi utilizada em alguns testes. Em 
camundongos mdx, foi constatado a diminuição da severidade da doença após a 
expressão da proteína distrofina (Goyenvalle et al, 2010; Yokota et al, 2009; Mann et 
al, 2001). Estudos clínicos de fase I e II apresentaram melhorias modestas nos testes 
de caminhada (Goemans et al, 2011; Cirak et al, 2011; Kinali et al, 2009; van 
Deutekom et al, 2007). 
A supressão da mutação também foi estudada como estratégia terapêutica. 
Em camundongos mdx, a gentamicina foi utilizada como supressor da mutação e 
apresentou supressão tanto in vitro quanto in vivo, restaurando a função da distrofina 
(Barton-Davis et al, 1999). Em pacientes com DMD, Malik e colaboradores (2010) 
apresentaram aumento significativo nos níveis de distrofina. 
Uma outra possível estratégia é a hiper-regulação da utrofina. Por possuir 
80% de homologia com a distrofina, em um teste pré-clinico, com camundongos 
transgênicos, a utrofina foi responsável por reestabelecer a função da distrofina 
(Tinsley et al, 1998). Entretanto, o teste clínico de fase I não apresentou os mesmos 
resultados, uma vez que a formulação não foi capaz de atingir níveis plasmáticos 
adequados (Tinsley et al, 2011). A heregulina também é uma molécula capaz de ativar 
o promotor da utrofina. Em camundongos mdx, a heregulina foi responsável por hiper- 
regular a utrofina, reduzindo a sintomática da doença e aumentando a resistência e a 
contração muscular (Krag et al, 2004). 
Em um estudo recém-publicado, dois cães da raça Golden, com DMD, não 
apresentam o quadro grave da distrofia muscular, mesmo sem nunca terem produzido 
distrofina. Após o mapeamento genético dos cães, foi possível identificar que ambos 
apresentam um aumento na expressão do gene Jagged1, localizado no cromossomo 
24 nos cães e no cromossomo 20 em humanos. Com a expressão deste gene 
aumentada, a produção da proteína codificada por este gene também está aumentada 
e compensa o efeito deletério causado pela ausência da distrofina através da atuação 
sobre a via de sinalização intracelular envolvida na produção e reparação de células 
musculares (Vieira et al, 2015). 
A indução da deleção do exon 23 para recuperar a expressão da distrofina 
resultou na intervenção no DNA, permitindo a codificação da proteína distrofina   em 
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miofibras, cardiomiócitos e em células tronco musculares, recuperando a função 
muscular e gerando precursores miogênicos no músculo do camundongo mdx 
(Tabebordbar et al, 2016). 
 
1.4. A Idebenona 
 
A Idebenona (ID; Figura 07), 6-(10-hidroxidecil)-2,3-dimetoxi-5-metil-1,4- 
benzoquinona, foi introduzida no mercado em 1986 (Okamoto et al, 1982). Trata-se 
de um análogo sintético da CoQ10, que atua como carreador de elétrons difusíveis na 
cadeia respiratória mitocondrial (James et al, 2005; Sugiyama & Fujita, 1985). A 
modificação no sitio fenil da benzoquinona tornou-a 100 vezes mais efetiva como 
antioxidante e mais facilmente absorvida em relação à CoQ10 (Wieland et al, 2000). 
 
FIGURA 07. Fórmula estrutural da Idebenona (6-(10-hidroxidecil)-2,3-dimetoxi-5- 
metil-1,4-benzoquinona. 
 
Quimicamente, pode ser encontrada na forma reduzida, um composto 
colorido, e na forma oxidada, um composto cristalino amarelo. São compostos 
solúveis em solventes orgânicos, mas pouco ou insolúveis em água (Takada et al, 
1984). Além disso, as quinonas são conhecidas por suas propriedades antioxidantes 
(Monks et al, 1992). Em pHs elevados, pode ocorrer degradação da Idebenona 
(European Medicines Agency, 2008). 
Algumas quinonas são tóxicas para o organismo. Assim, há um sistema de 
desintoxicação envolvendo o citocromo P450 com a produção de semiquinonas 
perigosas (O’Brien, 1991). Além disso, há flavoproteínas citosólicas, as 
NAD(P)H:quinona oxidorredutases 1 e 2 (NQO1 e NQO2), que catalisam a redução 
da maioria das quinonas em seus derivados. Esta reação produz hidroquinonas e 
elimina a produção das semiquinonas. A NQO1 e NQO2 são enzimas chave para   o 
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processo de desintoxicação e são induzidas por xenobióticos ou substancias pró- 
oxidantes (Monks et al, 1992). 
 
1.4.1. Farmacologia 
1.4.1.1. Farmacocinética 
 
O pico plasmático da ID em adultos, após administração oral, foi entre uma 
e duas horas (Buyse et al, 2011; Gillis et al, 1994; Takamitsu & Higashi, 1985). Como 
a ID sofre metabolismo de primeira passagem hepática, cerca de 1% da ID 
administrada chega rapidamente à circulação (Kobayashi et al, 1985). A meia-vida 
está entre 10 a 13h (Di Prospero et al, 2007b). Já a administração oral de uma 
suspensão de ID em ração para cães aumentou a biodisponibilidade e o tempo de 
absorção aumentou para 8h quando comparada à administração oral sem ração, 
devido à baixa absorção da forma não conjugada da ID sem alimento (European 
Medicines Agency, 2008). A administração de doses elevadas aumenta 
proporcionalmente a quantidade encontrada no plasma (Di Prospero et al, 2007b). 
Mais de 99% da ID está associada a proteínas plasmáticas. Uma pequena 
fração se associa a lipoproteínas e outras à albumina. A Idebenona foi encontrada no 
fígado, rins, pulmões, musculo esquelético, estomago e intestino. Além disso, é capaz 
de ultrapassar a barreira hematoencefálica. Nagai e colaboradores (1989) reportaram 
que a distribuição da ID em cérebros de ratos foi correspondente à 0,5% da dosagem 
no pico de concentração máxima. Ao atingir o cérebro, 30% da ID foi encontrada nas 
mitocôndrias (Torii et al, 1985). Uma alta concentração do metabólito QS-10 também 
foi encontrada no cerebelo. A ID conjugada e seus metabólitos foram encontrados no 
cérebro em níveis superiores à ID livre. Não foi reportado acúmulo após repetição da 
administração (Pisano et al, 1996; Gillis et al, 1994). 
Com grande quantidade da ID sofrendo metabolismo de primeira passagem 
hepática e através da mucosa intestinal, menos de 1% da ID inalterada atinge a 
circulação. Sua metabolização inclui oxidação e encurtamento da cadeia lateral, 
resultando nos metabólitos QS-10, QS-08, QS-06 e QS-04 (Figura 08; Kobayashi et 
al, 1985). 
Os metabólitos e a ID inalterada são, ainda, modificados por 
glucoronidação e sulfatação. Em humanos, foram identificados a ID conjugada a  um 
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sulfato e o ácido O-desmetilato glucurônico conjugado ao QS-10 (Kobayashi et al, 
1985). 
A ID administrada via oral ou intravenosa foi completamente eliminada após 
72h. A principal via de eliminação é a via urinária: cerca de 60 a 70%. Em ratos, foram 
encontrados os metabólitos QS-4, QS-6 e QS-10 conjugados com sulfato, enquanto 
em cães os principais foram QS-4 e a idebenona conjugados com sulfato. Em 
humanos, aproximadamente 80% foi eliminada através da via urinária e o metabólito 
majoritário foi a QS-4 conjugada com sufato e com ácido glucorônico (Bodmer et al, 
2009). 
 
 
FIGURA 08. Metabolismo da Idebenona e seus metabólitos. A: QS-10; B: QS-8;   C: 
QS-6; D: QS-4. 
 
 
O potencial de inibição das enzimas do citocromo P450 através da ação da 
idebenona foi estudado a partir de estudo in vitro com microssomas de fígado 
humanos. Com concentrações de 1 µg/mL de ID, foi relatada inibição de 50% da 
CYP2C19. Já a inibição das CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 e    CYP3A4 foram reladas 
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com concentrações de 1 a 5 µg/mL. A CYP2C9 não foi inibida com concentrações de 
1000 µg/mL. Não foi relatada interação medicamentosa in vivo (Becker et al, 2010). 
 
1.4.1.2. Farmacodinâmica 
 
Sabe-se que a ID atua como carreadora de elétrons na cadeia respiratória 
mitocondrial, auxiliando na produção energética (James et al, 2005; Sugiyama & 
Fujita, 1985). O mecanismo de ação proposto é que a ID é reduzida pelo complexo I 
à 2H-Idebenona, transportando os elétrons para o complexo III (Figura 09; Giorgio et 
al, 2012; Haefeli et al, 2011; Sugiyama & Fujita, 1985). Ao ser reduzida pelo complexo 
I, a ID é responsável por inibí-lo na presença de succinato e piruvato, provenientes do 
ciclo de Krebs e da glicólise, respectivamente (Briere et al, 2004; Lenaz et al, 2002; 
Degli Esposti et al, 1996; Imada et al, 1989). King e colaboradores (2009) ainda 
classificaram a ID como substrato competitivo da CoQ10 e sugeriram que sua ação 
inibitória é proveniente de uma reação lenta com o local de ligação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 09. Mecanismo de ação da Idebenona na cadeia respiratória mitocondrial. 
Além de inibir o complexo I e transportar os elétrons até o complexo III, 
demonstrou-se que a ID é capaz de estimular a transferência de elétrons direta da 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (G3FD; Figura 10) até o complexo III, sugerindo 
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uma via alternativa para a produção de energia. A ID ainda foi capaz de aumentar a 
produção de energia sob baixos níveis de oxigênio (Rauchovà et al, 2008). 
Em condições aeróbicas, a forma reduzida da ID (2H-ID) se mostrou um 
importante gerador de anions superóxido (Genova et al, 2001; Semsei et al, 1990; Zs.- 
Nagy & Floyd, 1990). 
Experimentos in vitro com linhagens distintas de fibroblastos relataram 
aumento na produção de ATP após o tratamento com ID (Giorgio et al, 2012). 
 
 
FIGURA 10. Transferência de elétrons direta da G3FD para a ID. 
 
 
 
Quanto ao processo inflamatório, estudos apontam a ID como inibidor da 
produção de prostaglandinas e tromboxanos através da inibição da ciclooxigenase e 
de algum efeito sobre a lipooxigenase (Civenni et al, 1999; Suno et al, 1989). As 
prostaglandinas são responsáveis pela vasodilatação e recrutamento de mediadores 
inflamatórios, além da sensibilização da dor. Já os tromboxanos ativam a cascata de 
coagulação e recrutamento de plaquetas. Os leucotrienos, formados a partir da ação 
da lipooxigenase, são responsáveis por recrutar neutrófilos e macrófagos. Assim, uma 
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vez em que a ID inibe a produção destas moléculas, ela pode ser responsável por 
diminuir a inflamação dos tecidos envolvidos (Figura 11). 
 
 
FIGURA 11. Inibição da via do ácido araquidônico através da inibição da 
prostaglandina sintase pela Idebenona. 
 
Enquanto outros compostos sintetizados a partir da CoQ10 foram 
responsáveis por inibir o consumo de oxigênio na cadeia respiratória mitocondrial, a 
ID não reduz o consumo de oxigênio (Duveau et al, 2010). 
Alguns efeitos adversos foram mais frequentes como fadiga, dor de cabeça, 
déficit de atenção. Indivíduos que receberam doses diárias de 2250 mg de ID 
reportaram coloração acastanhada da urina (Kutz et al, 2009). 
Um outro estudo relatou distúrbios gastrointestinais e dores de cabeça, 
além da alteração de cor da urina após administração única de 150 mg de ID. Após 
dose única de 750 mg de ID, um paciente, em doze submetidos ao estudo, relatou 
tonturas e enxaqueca. Em doses repetidas de 750 mg foram reportadas alterações 
gastrointestinais, dores de cabeça e alteração na coloração da urina (Bodmer et   al, 
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2009). Buyse e colaboradores (2011) também relataram efeitos adversos leves a 
moderados, como dores de cabeça, alterações gastrointestinais e infecções. 
Lustyik e O’Leary (1990) reportaram toxicidade após análise de viabilidade 
celular através da técnica de MTT com concentrações de ID superiores a 75 µM. 
Em um estudo clínico realizado com adultos, adolescentes e crianças, não 
foi identificada toxicidade até a dose máxima de 75 mg/kg empregada no estudo (Di 
Prospero et al, 2007b). Já Kutz e colaboradores (2009) não relataram toxicidade em 
uma dose única de 1050 mg ou em doses diárias de 2250 mg. 
Não foram relatadas genotoxicidade, carcinogênese ou toxicidade 
reprodutiva após administração de ID em estudos in vitro e in vivo (European 
Medicines Agency, 2008). 
 
1.4.2. Aplicações conhecidas 
 
A Idebenona vem sendo estudada para diversos tratamentos em diversas 
doenças. Considerando a capacidade da ID de atravessar a barreira 
hematoencefálica, sua aplicação em doenças neurodegenerativas, como o Alzheimer 
e o Parkinson, é de grande interesse (Martin et al 2007; Pignatello et al, 2006; Wieland 
et al, 2000). Um estudo clínico com 203 pacientes, onde 104 receberam ID e 99 
receberam tacrina, apontou que o risco-benefício do uso da ID é favorável quando 
comparado à tacrina em pacientes com Alzheimer (Gutzmann et al, 2002). Thal e 
colaboradores (2003) reportaram falha em reduzir o declínio cognitivo em pacientes 
com a doença. Assim, diversos outros grupos investigam o uso de nanopartículas para 
facilitar o transporte da ID até o cérebro, promovendo melhores resultados para os 
pacientes (Carbone et al, 2014; Montenegro et al, 2012a; Montenegro et al, 2011). 
Por se tratar de um antioxidante, sua aplicação em cosméticos para 
redução de rugas e manchas é bem estudada. A ID consegue atingir a camada da 
derme em uma aplicação tópica, dependendo do veículo utilizado para carreá-la (Li & 
Ge, 2012; Montenegro et al, 2012b). A utilização de nanoparticulas também vem 
sendo avaliada para que a ID consiga atingir outras camadas da pele (Kyadarkunte et 
al, 2015). A ID se mostrou mais efetiva na ação antioxidante frente ao tocoferol, à 
cinetina, à ubiquinona, ao ácido ascórbico e ao ácido lipólico, substâncias 
tradicionalmente descritas com ação antioxidante (McDaniel et al, 2005a). Indivíduos 
com  fotoenvelhecimento  moderado,  apresentando discromia facial,  linhas finas   e 
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rugas, aplicaram topicamente um creme com 0,5% de ID ou 1,0% de ID, duas vezes 
ao dia, durante 6 semanas. Os pacientes que utilizaram o tratamento com 1,0% de ID 
apresentaram 26% de redução nas linhas finas e rugas, melhora em 37% da 
hidratação da pele e 33% em melhora geral do dano causado pela radiação UV. Os 
que utilizaram 0,5% de ID apresentaram 27% de redução nas linhas finas e rugas, 
aumento de 37% na hidratação da pele e 30% na melhoria geral do dano (McDaniel 
et al, 2005b). Entretanto, Sasseville e colaboradores (2007) relataram 
desenvolvimento de dermatite de contato após aplicação de creme com 0,5% de ID 
na formulação. 
Outra doença estudada em que a ID vem sendo empregada é a ataxia de 
Friedreich, uma doença neurodegenerativa, autossômica recessiva, em que há ataxia 
de membros e marcha, disartria e perda da sensibilidade vibratória e proprioceptiva 
(Delatycki et al, 2000). Um estudo preliminar foi feito em 1999, onde os pacientes 
foram tratados com 5 mg/kg diários de ID durante 4 a 9 meses, reportando redução 
de ferro e protegendo o músculo cardíaco contra o dano causado pelo ferro (Rustin et 
al, 1999). O tratamento em estágios iniciais da doença apontou redução da 
progressão das manifestações cerebelares (Artuch et al, 2002). Em relação à 
hipertrofia cardíaca encontrada nesta doença, a ID se mostrou efetiva em melhorar a 
contração cardíaca e com grande efeito cardioprotetivo (Giovanni et al, 2015; Lee et 
al, 2015; Seznec et al, 2004; Kádár, 2003; Hausse et al, 2002). O tratamento ainda 
apresentou melhoras na função neurológica de pacientes com a ataxia (Di Prospero 
et al, 2007a). Um estudo clínico com crianças, com doses de 1350 e 2250 mg/dia, 
apontou estabilização da função neurológica e melhora do quadro motor (Meier et al, 
2012). A ID foi descrita como bem tolerada por pacientes pediátricos e adultos. Em 
ambas as populações, notou-se efeito benéfico na hipertrofia cardíaca, mas apenas 
em pacientes pediátricos, principalmente antes da puberdade, observou-se a melhora 
na função neurológica (Tonon & Lodi, 2008; Pineda et al, 2008). 
A neuropatia óptica hereditária de Leber é uma doença genética que 
acomete, principalmente, o sistema nervoso central e os nervos ópticos. A patologia 
envolve a redução da capacidade das mitocôndrias de realizar fosforilação oxidativa 
e a produção de ATP (Carelli, 2002). A administração de idebenona, vitamina B2 e 
vitamina C foi responsável por acelerar a recuperação da visão em pacientes com a 
neuropatia (Mashima et al, 2000). A ID ainda foi responsável por proteger a retina 
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contra o dano (Heitz et al, 2012). O tratamento com ID também foi reportado como 
protetor contra a perda de coloração da visão (Rudolph et al, 2013). 
Uma vez em que efeitos promissores foram relatados após o uso da ID, 
outras aplicações vêm sendo estudadas. Através da indução da apoptose, constatou- 
se que a ID pode ser promissora na terapia contra o câncer (Seo et al, 2015; Tai et al, 
2011). O crescimento da Helicobacter pylori foi inibido por diversas quinonas, entre 
elas a ID, principalmente pela inibição da respiração da bactéria (Inatsu et al, 2006). 
Um estudo com ratos intoxicados com nanopartículas de dióxido de titânio reportou 
efeito protetivo da idebenona frente ao aumento dos marcadores inflamatórios e 
biomarcadores da função renal (Al-Rasheed et al, 2013). 
 
1.4.3. Idebenona na DMD 
 
Poucos grupos de pesquisa avaliaram o efeito da Idebenona na DMD. Um 
primeiro estudo relatou efeito cardioprotetor e melhora na performance do exercício 
após administração via oral de 200 mg/kg em camundongos mdx a partir de 4 
semanas de idade até 10 meses. Este estudo ainda apontou redução na inflamação 
e na fibrose do músculo cardíaco (Buyse et al, 2009). O primeiro relato clínico em 
pacientes com DMD avaliou o tratamento diário com 450 mg de ID, durante 12 meses, 
apontando melhoras no músculo cardíaco e no quadro respiratório dos pacientes 
(Buyse et al, 2011). 
Um estudo de fase II reportou melhora na função respiratória em pacientes 
com DMD, sendo mais efetiva em pacientes que não faziam uso de glicocorticoides 
(Buyse et al, 2013). Em um estudo clínico de fase III, o tratamento com 300 mg de ID, 
3 vezes ao dia, durante 52 semanas, relatou redução na perda da função respiratória 
(Buyse et al, 2015). 
Estes estudos não realizaram uma avaliação mais aprofundada da função 
do músculo esquelético em pacientes com DMD. Assim, é importante verificar se os 
resultados obtidos no músculo cardíaco também são identificados no músculo 
esquelético. Além disso, o grupo de pesquisa que reportou estes resultados está 
relacionado à indústria que produz a Idebenona (Santhera Pharmaceuticals), 
tornando-os, de certa maneira, tendenciosos. 
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OBJETIVOS 
 
1. Objetivo Geral 
 
Verificar os potenciais efeitos antioxidante e anti-inflamatório da Idebenona 
sobre células musculares distróficas de camundongos mdx. 
 
2. Objetivos Específicos 
 
 Analisar a viabilidade celular das culturas primárias de células musculares 
distróficas após tratamento com Idebenona; 
 Verificar se há alterações no conteúdo de cálcio intracelular nas culturas 
primárias de células musculares distróficas após tratamento com 
Idebenona; 
 Verificar o efeito anti-inflamatório da Idebenona nas células musculares 
distróficas através da determinação do conteúdo de TNF-α e NF-κB; 
 Verificar o efeito antioxidante da Idebenona nas células musculares 
distróficas através da determinação do conteúdo de 4-HNE, da 
concentração de H2O2 e da análise do sistema enzimático. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
1. Animais 
 
Foram utilizados camundongos das linhagens mdx e C57BL/10 
(camundongos heterozigotos para o gene que desencadeia a DMD e que deram 
origem à linhagem mdx), de ambos os sexos, com 28 dias de vida pós-natal, obtidos 
de casais mantidos no biotério do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do 
Instituto de Biologia. As matrizes são oriundas do Centro Multidisciplinar para 
Investigação Biológica (CEMIB) da UNICAMP. Após o nascimento, os filhotes 
permaneceram com a fêmea até o dia do sacrifício. Durante todo o experimento, os 
animais foram mantidos em caixas plásticas com 12 horas de ciclo claro/escuro, ração 
e água ad libitum. Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com 
os princípios éticos na experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA), e aprovados pela Comissão de Ética na 
Experimentação Animal (CEEA-IB/UNICAMP – Protocolo nᵒ 3588-1). 
 
2. Protocolo Experimental 
 
Para a realização da cultura primária de células musculares, músculos do 
membro pélvico de 10 camundongos mdx com 28 dias de vida foram utilizados. Os 
animais foram sacrificados através de deslocamento cervical e rapidamente os 
músculos foram isolados em PBS contendo glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v). 
Durante 10 minutos, o tecido muscular foi triturado e a suspensão digerida com 
colagenase II 1,5% (w/v), tripsina 2,5% (w/v) e DNAse 0,1% (w/v) em DMEM contendo 
glicose 1% (w/v) e penicilina 1% (w/v) a 37°C por 30 min. DMEM (15 mL) contendo 
soro de cavalo 10% (v/v), soro fetal bovino 10% (v/v), L-glutamina 2mM e penicilina 
1% (v/v) foi adicionado (meio de crescimento). A suspensão foi centrifugada a 1000 
rpm, a 4°C por 20 min. e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 20 mL do 
meio de crescimento novamente, a suspensão foi filtrada através de um filtro 
esterilizado com poros de 50 µm e as células foram sedimentadas em poços de 13 
mm cobertos com matrigel 0,1% (w/v) por 24 horas a uma densidade de 6x104 células 
por poço. Entre 48 e 72 horas após o início da preparação das culturas, o meio de 
crescimento foi alterado para meio de fusão contendo soro de cavalo 10% (v/v) e L- 
glutamina  2 mM  (Silveira  et al, 2006; Lynge  et al, 2001). Entre  o  5° e  6° dias,  as 
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culturas de células foram tratadas e utilizadas para analisar a viabilidade celular 
(MTT); para determinar a concentração de cálcio (indicador Fluo-4); para quantificar o 
conteúdo de TNF-α, NF-κB, 4-HNE e catalase (técnica de Western Blotting); para 
avaliar a concentração de H2O2 (Sonda Amplex Red); e para avaliar a atividade 
antioxidante (GSH, GR, GPx e SOD). Três culturas celulares distintas (n=3) de cada 
grupo foram utilizadas para a realização de todas as análises previamente indicadas. 
 
2.1. Tratamento 
 
As células após o período de diferenciação (5-6 dias) foram tratadas por 24 
horas com 0,50 µM (Palumbo et al, 2002) de Idebenona (Mdx Id). Células musculares 
distróficas não tratadas (Mdx) e células musculares obtidas da linhagem C57BL/10 
(Ctrl) foram utilizadas como controle. 
A Idebenona foi adquirida em farmácia de manipulação na forma de 
cápsulas com 10 mg por cápsula e posteriormente pesada para obter as 
concentrações adequadas para o tratamento. 
 
2.2. Análise da viabilidade celular (MTT) 
 
Para garantir a ausência de toxicidade da Idebenona frente às células 
musculares distróficas, a técnica de MTT foi aplicada em culturas celulares de ambas 
as linhagens após tratamento com 0,25 μM, 0,50 μM e 0,75 μM de Idebenona. 
Trata-se de uma análise colorimétrica para quantificação de metabolismo 
mitocondrial e atividade da cadeia respiratória de células em resposta a uma amostra. 
O método é baseado na redução do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- 
difenil tetrazólio] a formazan (Sieuwerts et al, 1995). 
Para este experimento, as células (controle e tratadas), já diferenciadas, 
foram incubadas em soro DMEM sem fenol vermelho e em seguida foi adicionado 
solução MTT (SIGMA M5655) equivalente a 10% do volume de meio celular. As 
células retornaram à incubadora de CO2 e permaneceram por 3-4 horas. Após 
incubação, todo o meio foi retirado e foi adicionada uma quantidade igual de solvente 
MTT (30ml isopropanol : 100µl HCl 37% P.A). A leitura foi realizada por 
espectrofotômetro medindo absorbância em 570 nm, utilizando o equipamento Multi- 
Mode Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-Tek Instruments). No controle 
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negativo não foi adicionado o MTT, somente solução DMEM sem fenol vermelho. Os 
ensaios foram realizados em triplicata. 
 
2.3. Quantificação do conteúdo de cálcio 
 
2.3.1. Análise qualitativa 
 
Após a diferenciação, as células musculares (controles e tratadas) foram 
incubadas com o indicador de Fluo-4 AM (10 µM, Molecular Probes) e Pluronic® F- 
127 por aproximadamente 60 min. Em seguida, foram analisadas em microscópio 
óptico de fluorescência invertido (Nikon Eclipse TS100) em objetiva de 4,5X e 10X e 
comprimento de onda excitação/emissão de 380/340 nm (Willians & Allen, 2007), e 
capturadas através do software Gene 2.0. 
 
2.3.2. Análise quantitativa 
 
Após a diferenciação, células musculares (controles e tratadas) foram 
incubadas com o indicador de cálcio Fluo-4 AM (10 µM, Molecular Probes) e Pluronic® 
F-127 por aproximadamente 60 min. Em seguida, o meio foi retirado; as células foram 
lavadas com PBS sem cálcio, tripsinizadas com EDTA, centrifugadas e 
ressuspendidas em meio. 
Alíquotas de 100 µL do meio foram coletados em placas de 96 poços e a 
intensidade de fluorescência determinada em 494 nm de excitação e 516 nm de 
emissão em equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio- 
Tek Instruments). Os ensaios foram realizados em triplicata. 
 
2.4. Quantificação de TNF-α, NF-κB, 4-HNE e Catalase 
 
Após o período de tratamento, o meio foi removido, as culturas foram 
lavadas com PBS, raspadas e homogeneizadas imediatamente em 300 µL de tampão 
para homogeneização (Triton X-100 1%, tris-HCl 100 mM (ph 7,4), pirofosfato de sódio 
100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, ETDA 10 mM, ortovanadato de sódio 10 mM, 
PMSF 2 mM e 0,1 mg/mL de aprotinina). Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm 
a 4ºC por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado para análise do extrato total. A 
determinação de proteína foi realizada pelo método de Bradford (1976). As amostras 
do extrato protéico foram tratadas com tampão Laemmli (azul de bromofenol 0,1%  e 
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fosfato de sódio 1 M pH 7,0; glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100 
mM, aquecidas em água fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. Em 
seguida, alíquotas contendo 30 µg de proteína foram aplicadas em gel SDS- 
poliacrilamida a 12% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio- 
Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). A eletrotransferência do gel para a 
membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120 V (constante) em 
aparelho de transferência da Bio-Rad. As membranas foram incubadas com solução 
basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sódio 150 mM e Tween-20 0,02%) contendo 
5% de leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligação 
não específica de proteínas. Posteriormente, foram incubadas com 40 µL de anticorpo 
primário policlonal anti-TNF-α (Chemicon) diluído em 10 mL de solução basal 
contendo 1% de leite desnatado, 30 µL de anticorpo primário policlonal anti-NF-κB 
p65 (Santa Cruz Biotechnology) diluído em 10 mL de solução basal contendo 1% de 
leite desnatado, 10 µL de anticorpo primário policlonal anti-4-HNE (Santa Cruz 
Biotechnology) diluído em 10 mL de solução basal contendo 3% de leite desnatado 
ou 10 µL de anticorpo primário policlonal Catalase (Sigma-Aldrich) diluído em 10 mL 
de solução basal contendo 1% de leite desnatado a 4ºC durante a noite. No dia 
seguinte, as membranas foram lavadas por 30 minutos com solução basal e 
incubadas em 10 mL de solução basal contendo 1% ou 3% de leite desnatado e  2,5 
µL de anticorpo secundário anti-goat IgG-HRP ou 5 μL anti-mouse IgG-HRP (Santa 
Cruz) por 90 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram 
novamente lavadas por 30 minutos com solução basal. Para detectar as bandas 
imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de quimioluminescência 
(Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos, seguido de 
exposição a um filme Kodak XAR (Eastman KodaK, Rochester, N.Y, USA). As 
densidades das bandas e das amostras sobre o filme foram escaneadas e “salvas” 
em discos de computador para quantificação da densitometria ótica, usando um 
scanner e o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java). A análise do 
4-HNE foi realizada pela quantificação de todos os adutos proteicos do 4-HNE. 
Para a normalização dos dados obtidos foi realizado o controle interno 
através da incubação das amostras com o anticorpo GAPDH (FL-335, rabbit 
polyclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology). O protocolo consiste na reutilização 
das membranas utilizadas para detecção do TNF-α, NF-κB, 4-HNE e catalase. Para 
tanto, as referidas membranas foram lavadas com solução basal três vezes, por   10 
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minutos. Em seguida, foram incubadas com 10 mL de Stripping Buffer (10 mM Tris- 
HCl pH 7.5; β-Mercaptoethanol 0.1 M; Uréia 8 M) durante uma hora, à 60°C. Após 
esse período, as membranas foram re-equilibradas com solução Tris Base e lavadas 
com solução basal. Posteriormente, foram incubadas com 30 µL do anticorpo primário 
GAPDH diluído em 10 mL de solução basal contendo 3% de leite desnatado e 5 µL 
do anticorpo secundário (goat anti-rabbit IgG Peroxidase labeled), diluído em 10 mL 
de solução basal contendo 3% de leite desnatado, seguindo o protocolo previamente 
descrito. 
 
2.5. Detecção de H2O2 
 
Após o tratamento, as células foram mantidas a 37° C em solução Krebs 
Ringer e carregadas com a sonda Amplex red (50µM) e horseradish peroxidase (0,1 
U/mL) por 30 min. Após este período, alíquotas de 100 µL do meio foram coletadas 
em placas de 96 poços e a intensidade de fluorescência determinada em 530 nm de 
excitação e 590 nm de emissão em equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model 
Synergy H1M (Bio-Tek Instruments). Como experimento controle, um controle positivo 
e um negativo foram preparados. Para o controle positivo, foi utilizado 20 mM de H2O2 
em solução tampão. No controle negativo, somente a solução tampão foi utilizada. As 
análises foram realizadas em triplicatas. 
 
2.6. Ensaio de atividade antioxidante 
 
As atividades enzimáticas, ou níveis de compostos antioxidantes, foram 
determinados espectrofotometricamente utilizando-se o equipamento Multi-Mode 
Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-Tek Instruments). A concentração de 
proteínas foi determinada através do método descrito por Bradford (1976), utilizando 
albumina do soro bovino para estabelecimento da curva padrão. 
 
2.6.1. Dosagem de grupamentos sulfidrila – GSH 
 
As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o 
sobrenadante diluído (1:10) em tampão fosfato de sódio (0, 1 M, pH = 7,4). Em 
seguida, foi realizada a leitura da absorbância em placas de 96 poços de 100 µL da 
amostra, acrescidos de 100 µL de solução de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 
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nm (A1). Após esta leitura, 20 µL de ácido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzóico) diluído em 
metanol (DTNB – 0,01mM) foram adicionados e, então, realizada uma nova leitura 
(A2), a 412 nm, após 15 min de reação, para determinação de grupamentos sulfidrila 
não protéicos (GSH). A concentração de grupamentos sulfidrila (tiol) foi calculada por 
(A1-A2) x 1,57 (Faure & Lafond, 1995). 
 
2.6.2. Atividade da glutationa redutase (GR) 
 
Para determinação da atividade da GR, a reação enzimática foi preparada 
com 100 µL da amostra, após centrifugação e diluição do sobrenadante em tampão 
fosfato pH = 7,4, na relação 1:10 conforme previamente descrito, e 150 µL do coquetel 
formado por EDTA (0,20 mM), glutationa oxidada (1 mM) e NADPH (0,1 mM). A 
absorbância foi lida a 365 nm em placas de 96 poços, entre 1 e 10 min (Carlberg & 
Mannevik, 1985). 
 
2.6.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) 
 
As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C, por 15 min e o 
sobrenadante diluído em tampão fosfato 0,1 M (pH = 7,4) na proporção 1:10. À uma 
alíquota de 100 µL do diluído foram adicionados 150 µL de solução de glutationa 
reduzida (10 mM), NADPH (4 mM) e glutationa redutase (1U) e 20 µL de H2O2 (25 
mM), de acordo com método de Yoshikawa e colaboradores (1993). A absorbância foi 
determinada a 365 nm em placas de 96 poços, entre 1 e 10 min. 
 
2.6.4. Atividade da superóxido dismutase (SOD) 
 
Neste ensaio foi empregado o método descrito por Winterbourn e 
colaboradores (1975), no qual as amostras foram centrifugadas e diluídas em tampão 
fosfato (0,1 M, pH = 7,4), na proporção 1:20. À 100 µL do diluído foram  adicionados 
150 µL da solução de hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e 
nitrobluetetrazolium (NBT - 0,6 mM). As absorbâncias foram lidas a 560 nm em placas 
96 poços. Os resultados foram expressos em U/mg de proteína. 
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2.7.  Análise Estatística 
 
Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA One Way seguido do 
teste Tukey para as devidas comparações entre os diversos grupos. Os dados foram 
apresentados por meio de média e desvio padrão. O grau de significância considerado 
foi de 5%. As análises foram processadas através do software GradPad Prism 5. 
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RESULTADOS 
 
1. Análise da Viabilidade Celular (MTT) 
 
Para garantir que a Idebenona não apresentou toxicidade à cultura primária 
de células, células provenientes de camundongos C57BL/10 também foram tratadas 
com Idebenona. Além disso, outras concentrações de ID foram analisadas para 
determinar a concentração de estudo. 
A análise da viabilidade celular em células musculares de camundongos 
C57BL/10 não apresentou diferenças significativas entre o grupo não tratado e os 
grupos tratados com diferentes concentrações de ID (Gráfico 01). 
 
 
Análise da Viabilidade Celular - Ctrl 
 
 
 
140 
120 
100 
80 
60 
40 
20 
0 
Ctrl Ctrl Id 0,25uM Ctrl Id 0,5uM Ctrl Id 0,75uM 
 
 
GRÁFICO 01. Análise da viabilidade celular utilizando o reagente brometo de 3-(4,5- 
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio. Ctrl: Células musculares de camundongos 
C57BL/10 sem tratamento; Ctrl Id 0,25uM: Células musculares de camundongos 
C57BL/10 tratadas com 0,25 µM de Idebenona; Ctrl Id 0,5uM: Células musculares de 
camundongos C57BL/10 tratadas com 0,50 µM de Idebenona; Ctrl Id 0,75uM: Células 
musculares de camundongos C57BL/10 tratadas com 0,75 µM de Idebenona. Não 
houve diferença significativa entre os grupos. 
 
Observou-se uma redução de 4,3% no grupo Ctrl Id 0,25 µM, 5,0% no grupo 
Ctrl Id 0,50 µM e 9,7% no grupo Ctrl Id 0,75 µM em relação ao grupo Ctrl na viabilidade 
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celular. Assim, a cultura da linhagem C57BL/10 é considerada viável frente às três 
concentrações de ID aplicadas. 
Com relação à linhagem celular proveniente de camundongos mdx, 
também foram aplicadas três concentrações de ID (Gráfico 02). A viabilidade celular 
nesta linhagem celular também não apresentou diferenças significativas entre o grupo 
não tratado e os grupos tratados com as diferentes concentrações. 
 
 
 
 
Análise da Viabilidade Celular - Mdx 
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GRÁFICO 02. Análise da viabilidade celular utilizando o reagente brometo de 3-(4,5- 
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio. Mdx: Células musculares de camundongos mdx 
sem tratamento; Mdx 0,25uM: Células musculares de camundongos mdx tratadas 
com 0,25 µM de Idebenona; Mdx 0,5uM: Células musculares de camundongos mdx 
tratadas com 0,50 µM de Idebenona; Mdx 0,75uM: Células musculares de 
camundongos mdx tratadas com 0,75 µM de Idebenona. Não houve diferença 
significativa entre os grupos. 
 
Observou-se um aumento de 0,5% no grupo Mdx 0,25 µM, 2,7% no grupo 
Mdx 0,50 µM e 4,5% no grupo Mdx 0,75 µM em relação ao grupo Mdx na viabilidade 
celular. 
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2. Quantificação do Conteúdo de Cálcio Intracelular 
 
2.1. Análise Qualitativa 
 
A Figura 12 ilustra as culturas primárias de células musculares controle e 
distróficas incubadas com indicador de cálcio Fluo-4. Como controle negativo, 
algumas culturas não foram incubadas com o referido indicador (Figura 12A e 12B). 
Pode-se observar a marcação no interior das células em verde. 
Quando comparadas com as células musculares controle, observa-se um 
aumento marcação de cálcio nas células distróficas sem tratamento. Qualitativamente, 
verificou-se uma redução na intensidade da marcação de cálcio nas células distróficas 
onde houve tratamento com Idebenona. 
 
FIGURA 12. Análise qualitativa do conteúdo de cálcio intracelular. A, C, E, G: 
Fluorescência; B, D, F, H: Transmitância. A-D: Células controle provenientes de 
camundongos C57BL/10; A-B: Células sem tratamento e sem indicador, 
demonstrando controle negativo; C-D: Células sem tratamento; E-H: Células 
distróficas provenientes de camundongos mdx; E-F: Células distróficas sem 
tratamento; G-H: Células distróficas tratadas com Idebenona. 
62 
 
 
 
 
2.2. Análise Quantitativa 
 
A análise do Gráfico 03 permitiu identificar que a quantidade de íons cálcio 
no grupo Mdx apresentou-se 66,7% maior em relação ao grupo Ctrl. O tratamento com 
ID reduziu 7,8% a quantidade de íons cálcio em relação ao grupo Mdx. 
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GRÁFICO 03. Teste quantitativo para verificação do conteúdo de íons cálcio em 
cultura primária de células musculares. Ctrl: Células musculares de camundongos 
C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de camundongos mdx sem 
tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos mdx tratadas com 0,50 µM 
de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; b: difere significativamente 
do grupo Mdx. 
 
3. Quantificação de TNF-α, NF-kB e 4-HNE 
 
Através da análise dos resultados obtidos (Figura 13), nota-se um aumento no 
conteúdo de TNF-α de 212,1% do grupo Mdx em relação ao grupo Ctrl. Com o 
tratamento com ID, verificou-se redução significativa do conteúdo de TNF-α de 35,8% 
em relação as células musculares distróficas não tratadas. 
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FIGURA 13. Western Blotting de células musculares controle e distróficas, tratadas e 
não tratadas. Observam-se as bandas imunorreativas para o TNF-α. Ctrl: Células 
musculares de camundongos C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de 
camundongos mdx sem tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos 
mdx tratadas com 0,50 µM de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; 
b: difere significativamente do grupo Mdx. 
 
Na quantificação de NF-κB (Figura 14), observou-se aumento significativo 
deste fator no grupo Mdx (aumento de 205,9%) em relação ao grupo Ctrl. O tratamento 
com ID reduziu o conteúdo de NF-κB nas células musculares distróficas em 32,9% em 
relação ao grupo Mdx. 
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FIGURA 14. Western Blotting de células musculares controle e distróficas, tratadas e 
não tratadas. Observam-se as bandas imunorreativas para o NF-κB. Ctrl: Células 
musculares de camundongos C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de 
camundongos mdx sem tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos 
mdx tratadas com 0,50 µM de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; 
b: difere significativamente do grupo Mdx. 
 
Através da técnica de Western Blotting, como se pode observar na Figura 
15, o grupo Mdx apresentou expressiva marcação de bandas imunorreativas para 4- 
HNE e seus adutos quando comparado ao grupo Ctrl (aumento de 207,7%). Com 
relação ao tratamento com ID, observou-se redução de 39,2% das bandas 
imunorreativas quando comparado ao grupo Mdx. 
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FIGURA 15. Western Blotting de células musculares controle e distróficas, tratadas e 
não tratadas. Observam-se as bandas imunorreativas para o 4-HNE. Ctrl: Células 
musculares de camundongos C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de 
camundongos mdx sem tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos 
mdx tratadas com 0,50 µM de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; 
b: difere significativamente do grupo Mdx. 
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4. Detecção de H2O2 
 
Através da técnica de Amplex Red, a detecção de H2O2 no grupo Mdx se 
mostrou aumentada em 122,8% em relação ao grupo Ctrl. Já o grupo tratado com ID 
apresentou uma redução de 24,3% em relação ao grupo Mdx (Gráfico 04). 
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GRÁFICO 04. Teste quantitativo para detecção de H2O2 em cultura primária de células 
musculares. Ctrl: Células musculares de camundongos C57BL/10 sem tratamento; 
Mdx: Células musculares de camundongos mdx sem tratamento; Mdx Id: Células 
musculares de camundongos mdx tratadas com 0,50 µM de Idebenona. a: Difere 
significativamente do grupo Ctrl; b: difere significativamente do grupo Mdx. 
 
5. Ensaio da Atividade Antioxidante 
 
5.1. Dosagem dos Grupamentos Sulfidrila (GSH) 
 
A dosagem de grupamentos sulfidrila em cultura primária de células 
musculares identificou uma alteração significativa apenas no grupo Mdx em relação 
ao grupo Ctrl: um aumento de 12,7% na dosagem de GSH com relação ao Ctrl (Gráfico 
05). Não houve alteração significativa no grupo Mdx Id com relação ao grupo Mdx. 
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GRÁFICO 05. Teste quantitativo para dosagem de grupamentos sulfidrila em cultura 
primária de células musculares. Ctrl: Células musculares de camundongos C57BL/10 
sem tratamento; Mdx: Células musculares de camundongos mdx sem tratamento; 
Mdx Id: Células musculares de camundongos mdx tratadas com 0,50 µM de 
Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; b: difere significativamente do 
grupo Mdx. 
 
5.2. Atividade da Glutationa Redutase (GR) 
 
O grupo Mdx Id, com relação ao grupo Mdx, apresentou um aumento de 
79,9% da atividade da glutationa redutase (GR), como pode ser avaliado no  Gráfico 
6. Entre os grupos Ctrl e Mdx não houve diferença significativa. 
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Atividade da Glutationa Redutase 
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GRÁFICO 06. Teste quantitativo para análise da atividade da glutationa redutase em 
cultura primária de células musculares. Ctrl: Células musculares de camundongos 
C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de camundongos mdx sem 
tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos mdx tratadas com 0,50 µM 
de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; b: difere significativamente 
do grupo Mdx. 
 
5.3. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) 
 
Através da avaliação do Gráfico 07, observa-se um aumento de 112,0% da 
atividade da glutationa peroxidase (GPx) no grupo Mdx Id com relação ao grupo Mdx. 
Entre os grupos Ctrl e Mdx não houve diferença significativa. 
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Atividade da Glutationa Peroxidase 
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GRÁFICO 07. Teste quantitativo para análise da atividade da glutationa peroxidase 
em cultura primária de células musculares. Ctrl: Células musculares de camundongos 
C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de camundongos mdx sem 
tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos mdx tratadas com 0,50 µM 
de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; b: difere significativamente 
do grupo Mdx. 
 
5.4. Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 
 
A atividade da superóxido dismutase, como pode ser avaliada no Gráfico 
08, apresentou-se reduzida em 12,7% no grupo Mdx com relação ao grupo Ctrl. Já o 
grupo Mdx Id apresentou um aumento de 21,7% com relação ao grupo Mdx. 
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GRÁFICO 08. Teste quantitativo para análise da atividade da superóxido dismutase 
em cultura primária de células musculares. Ctrl: Células musculares de camundongos 
C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de camundongos mdx sem 
tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos mdx tratadas com 0,50 µM 
de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; b: difere significativamente 
do grupo Mdx. 
 
5.5. Quantificação da Catalase 
 
A Figura 16 apresenta os resultados da análise de Western Blotting para 
bandas imunorreativas para catalase. O grupo Mdx apresentou uma redução de 
25,5% com relação ao grupo Ctrl. A redução no grupo Mdx Id foi de 13,0% com relação 
do grupo Mdx. 
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FIGURA 16. Western Blotting de células musculares controle e distróficas, tratadas e 
não tratadas. Observam-se as bandas imunorreativas para a catalase. Ctrl: Células 
musculares de camundongos C57BL/10 sem tratamento; Mdx: Células musculares de 
camundongos mdx sem tratamento; Mdx Id: Células musculares de camundongos 
mdx tratadas com 0,50 µM de Idebenona. a: Difere significativamente do grupo Ctrl; 
b: difere significativamente do grupo Mdx. 
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DISCUSSÃO 
 
No presente trabalho, verificamos o potencial efeito da Idebenona sobre células 
musculares distróficas de camundongos mdx. Como poucos são os estudos com 
Idebenona em cultura de células musculares, particularmente de células musculares 
distróficas, o primeiro parâmetro avaliado foi a viabilidade celular em três 
concentrações diferentes de Idebenona para se verificar se esta apresentava alguma 
citotoxidade celular. 
A análise de escolha para avaliar a viabilidade celular foi o ensaio de MTT. Este 
ensaio é um teste já bem estabelecido para a medição indireta da viabilidade celular 
por determinar a atividade do metabolismo mitocondrial. O princípio deste método 
consiste na absorção do sal MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- 
difeniltetrazólio, pelas células, sendo reduzido no interior da mitocôndria à formazan, 
produto da sua metabolização. Este produto, acumulado dentro da célula, é extraído 
através da adição de um solvente apropriado (Mossmann, 1983). 
As três concentrações de Idebenona (0,25 µM, 0,5 µM e 0,75 µM) avaliadas não 
apresentaram redução da viabilidade celular. Sendo assim, verificamos que nas 
condições propostas (concentração e período de tratamento) a Idebenona não 
apresenta efeito tóxico para as células musculares, tanto controle como distróficas. 
Colaborando com nossos resultados, outros estudos relatam que células da retina 
tratadas com até 20 µM de Idebenona não demonstram redução da viabilidade celular 
(Arend et al, 2015). 
Considerando os resultados obtidos no teste de viabilidade celular e de estudo 
de Palumbo e colaboradores (2002), o qual demonstrou que a concentração de 0,50 
µM de Idebenona apresenta potencial efeito antioxidante, escolhemos esta 
concentração para verificar os efeitos da Idebenona frente aos outros parâmetros 
analisados neste trabalho. 
Visto que o nível de cálcio elevado nos músculos distróficos é um dos principais 
resultados da ausência de distrofina (Onopiuk et al, 2015; Jorquera et al, 2013; Buvinic 
et al, 2009; Friedrich et al, 2008; Imbert et al, 2001; Krudson et al, 1988; Tanabe et al, 
1988), além de outros receptores que permitem o influxo de íons cálcio (Altamirano et 
al, 2012; Friedrich et al, 2008; Collet et al, 2003; Imbert et al, 2001), e que este 
aumento promove a ativação de calpaínas, levando à proteólise dos constituintes 
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celulares e à degeneração muscular, avaliamos o efeito da Idebenona na 
concentração de cálcio intracelular. 
Similar ao observado em outros estudos (Macedo, 2015; Altamirano et al, 2012; 
Ruegg et al, 2002; Robert et al, 2001; Mallouk et al, 2000), verificamos elevada 
concentração de cálcio nas células musculares distróficas. O tratamento com 
Idebenona produziu uma redução significativa da concentração de cálcio nas células 
musculares distróficas. Outros estudos (Chang et al, 2011; Houchi et al, 1991) também 
já verificaram a ação da Idebenona sobre a concentração de cálcio intracelular e 
associaram este efeito ao bloqueio de canais de cálcio voltagem-dependentes. Em 
nossas condições experimentais não foi possível determinar o mecanismo pelo qual 
a Idebenona promoveu a redução do cálcio intracelular, mas uma hipótese é o 
bloqueio dos canais de cálcio, visto que a função desses se encontra alterada nos 
músculos distróficos. Experimentos com músculo cardíaco de camundongos mdx 
demonstraram que a ausência de distrofina promove alterações nos canais de cálcio 
tipo L favorecendo o aumento do influxo de cálcio intracelular (Woolf et al, 2006). Além 
dos canais de cálcio tipo L, os receptores de rianodina (RyR1) e o receptor de inositol 
trifosfato (IP3) também parecem estar envolvidos com o aumento de cálcio nas fibras 
musculares distróficas (Altamirano et al, 2012; Friedrich et al, 2008; Collet et al, 2003; 
Imbert et al, 2001). Também foi observado que a ocorrência desses canais é maior 
em fibras musculares de mdx (Vandebrouck et al, 2006). 
A concentração elevada de cálcio intracelular nos músculos distróficos além de 
promover a ativação de calpaínas, como já mencionado anteriormente, também está 
envolvida na ativação de várias vias de sinalização (Culligan & Ohlendieck, 2002), 
como por exemplo, na via de transcrição de mediadores inflamatórios. Altamirano e 
colaboradores (2012) recentemente reportaram que a concentração de cálcio em 
repouso nos camundongos mdx contribui para ativação de fator de transcrição nuclear 
kappa B (NF-κB). 
O fator NF-κB é um complexo proteico, o qual foi demonstrado estar envolvido 
na fisiopatogênese da DMD (Messina et al, 2011; Baldwin, 2007). Em mamíferos, 
existem cinco subunidades diferentes de NF-kB (p65 ou Rel A, Rel B, c-Rel, p52 e a 
p50), os quais medeiam uma variedade de processos de acordo com o tipo de célula 
e dos ativadores específicos. A ativação do NF-kB se dá por meio da ubiquitinação e 
degradação de sua proteína inibitória IkB, que em estado normal encontra-se ligada 
ao NF-kB mantendo-o no citoplasma (Kandarian & Jackman, 2006). 
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Experimentos com camundongos mdx demonstraram que a ativação de 
moléculas inflamatórias é a principal via de atuação do fator NF-κB no processo 
distrófico. O NF-κB pode promover o aumento do conteúdo de diversas moléculas 
inflamatórias como IL-1β, IL-6, TNF-α, moléculas de adesão e matriz 
metaloproteinase-9, as quais podem causar direta ou indiretamente perda muscular 
(Reid & Li, 2001; Senftleben & Karin, 2002). Nossos dados demonstraram aumento 
significativo no conteúdo de NF-κB e TNF-α nas células musculares distróficas. 
Colaborando com nossos resultados, aumento do conteúdo de citocinas pró- 
inflamatórias reguladas pelo fator NF-κB, como TNF-α, foi observado nos músculos 
de camundongos mdx antes do período necrótico (de Senzi Moraes Pinto et al, 2013; 
Kumar & Boriek, 2003). Considera-se também que o TNF-α é um dos mais 
importantes indutores de NF-κB, contribuindo para um feedback positivo (Rando, 
2008; Messina et al, 2006). 
Na patogenia da DMD, o TNF-α está aumentado em níveis de mil vezes mais 
quando comparados aos indivíduos saudáveis (Porreca et al, 1999; Saito et al, 2000). 
A primeira fonte de TNF-α em músculos distróficos é através das células inflamatórias 
que perpetuam a resposta inflamatória (Kumar et al, 2003). Acredita-se que o aumento 
exacerbado de TNF-α pode ser responsável pela degeneração muscular nas fibras 
distróficas (Hodgetts et al, 2006; Radley et al, 2006), além de ativar o NF-κB, as vias 
MAPK e por induzir a morte celular, contribuindo para um quadro inflamatório 
exacerbado (Messina et al, 2006). Assim, os resultados obtidos entre os grupos Ctrl e 
Mdx, onde a quantificação de TNF-α no grupo Mdx está mais de 200% acima da 
quantificação no grupo Ctrl, são condizentes com os relatos em literatura (Hermes et 
al, 2015; Macedo et al, 2015; Moraes et al, 2014; Tonon et al, 2012). 
Com relação à Idebenona, esta promoveu a redução significativa nos níveis de 
NF-kB e TNF-α nas células musculares distróficas, o que nos permite sugerir sua 
possível propriedade anti-inflamatória. Colaborando com nossos resultados, um 
estudo prévio observou redução nos níveis de TNF-α e IL-6 em amostras de fígado 
de animais expostos a toxicidade do dióxido de titânio após tratamento com Idebenona 
(Al-Rasheed et al, 2013). Este estudo associou a redução de óxido nítrico e de 
biomarcadores angiogênicos, como o VEGF, a ação anti-inflamatória da Idebenona. 
Outros estudos apontaram, ainda, a Idebenona como inibidora da ciclooxigenase, 
inibindo a formação de mediadores inflamatórios (Civenni et al, 1999; Suno et al, 
1989). 
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Um último parâmetro avaliado em nossos experimentos foi o potencial efeito 
antioxidante da Idebenona sobre as células musculares distróficas, o qual foi 
verificado através da quantificação dos níveis de 4-HNE, determinação da produção 
de H2O2 e análise do sistema antioxidante. 
O aumento exacerbado das EROs e da peroxidação lipídica são sinais 
expressivos na DMD. A peroxidação lipídica promove a degradação dos lipídeos 
presentes na membrana celular, resultando em produtos como 4-HNE e o 
malondialdeído (MDA; Esterbauer & Cheeseman, 1990). Diversos marcadores vêm 
sendo utilizados para avaliar o estresse oxidativo, como MDA, etano e pentano (Frank 
& Baker, 1980), isoprostanos (Morrow et al, 1995), dienos conjugados (Dormandy & 
Wickens, 1987), modificações de proteínas (Levine & Wetzel, 1994) e modificações 
de DNA (Marnett, 1999). As mais importantes e mais estudadas são a classe de 
moléculas dos aldeídos α,β-insaturados, resultantes da peroxidação lipídica. Entre 
estes, está o 4-HNE. Por se tratar de um produto majoritário, ele pode ser um 
excelente marcador de peroxidação lipídica (Esterbauer et al, 1991). Além disso, tem 
alta citotoxicidade, uma vez que é capaz de reagir rapidamente com grupos tiol e 
aminas, podendo ser prejudicial às membranas biológicas (Schaur, 2003). Trabalhos 
recentes apontam o 4-HNE presente em doenças neurodegenerativas (Perluigi et al, 
2012; Reed, 2011). Além disso, já foi demonstrado que em camundongos mdx a 
peroxidação lipídica é causada pelo aumento da produção de espécies reativas de 
oxigênio no período que antecede a degeneração das fibras musculares (Disatnik et 
al, 1998). Similar aos nossos resultados, o aumento dos níveis de 4-HNE nos 
músculos distróficos já foi observado tanto em estudos in vivo (Hermes et al, 2015; 
Moraes et al, 2015) como em estudos in vitro (Macedo et al, 2015; Moraes, et al, 2014). 
Também observamos aumento na produção de H2O2 nas células musculares 
distróficas. Embora o H2O2 não seja um radical livre, tem sido considerado uma das 
mais importantes EROs devido a sua alta capacidade de difusão extracelular (Yu, 
1994) e também pela sua alta capacidade de gerar o radical hidroxila, altamente 
reativo, via reação de Fenton (Aruoma & Halliwell, 1989). 
Com relação ao tratamento com Idebenona, este promoveu redução significativa 
nos níveis de 4-HNE e na produção de H2O2. Palumbo e colaboradores (2002) 
descreveram uma possível reparação do dano provocado pela peroxidação lipídica a 
partir do tratamento com Idebenona. Outro estudo descreveu a Idebenona e seus 
metabólitos como inibidores da peroxidação lipídica e estabilizadores da  membrana 
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mitocondrial (Suno & Nagaoka, 1989). Recentemente, experimentos com 
camundongos intoxicados com nanopartículas de dióxido de titânio também 
demonstraram o potente efeito antioxidante da Idebenona, reduzindo os níveis 
elevados de MDA e elevando os valores de GSH (Azim et al, 2015). 
A GSH é um antioxidante não enzimático e é um dos constituintes do sistema de 
defesa antioxidante, o qual é composto por enzimas e substâncias não enzimáticas 
(de Zwart et al, 1999). Os antioxidantes enzimáticos são representados por superóxido 
dismutase (SOD), a catalase e o ciclo redox da glutationa, com as enzimas GPx e GR 
(Valko et al, 2007). 
No que diz respeito a GSH, esta é um tripeptídeo que atua como cofator das 
enzimas GPx e GR, desempenhando um papel protetor contra o estresse oxidativo, 
com sua oxidação a dissulfeto da glutationa (GSSG). Atua como um tampão redox 
sulfidrílico mantendo os resíduos cisteinila da hemoglobina e de outras proteínas do 
eritrócito no estado reduzido, sendo que a falha ou a falta desta função pode resultar 
na formação de meta-hemoglobina e consequente incapacidade do eritrócito em 
transportar oxigênio, impedindo sua passagem para órgãos vitais (Vasconcelos, 
2007). Em nossas condições experimentais, observamos aumento na concentração 
de GSH nas células musculares distróficas. O tratamento com Idebenona não 
apresentou nenhuma alteração na análise da GSH. Entretanto, promoveu o aumento 
significativo da atividade das enzimas GPx e GR nas células musculares distróficas. 
Com relação a SOD, esta tem a função de catalisar a dismutação do superóxido 
(O2•-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e O2. A SOD se apresenta de três formas, 
são elas: Cu-Zn-SOD (cobre-zinco-dependente), a isoforma Mn-SOD (manganês- 
dependente) e a isoforma extracelular (ec-SOD). A isoforma Cu-Zn-SOD está 
localizada predominantemente no citosol, enquanto que a isoforma Mn-SOD nas 
mitocôndrias (Powers & Lennon, 1999). Nossa análise foi da isoforma Cu-Zn-SOD e 
observamos aumento expressivo desta nas células musculares distróficas após o 
tratamento com a Idebenona. O aumento na produção de ânions superóxido através 
da ação da Idebenona (Genova et al, 2001; Semsei et al, 1990; Zs.-Nagy & Floyd, 
1990) pode ser responsável por estimular a expressão do gene que codifica a SOD 
(Nagy & Zs.-Nagy, 1990). 
Já a catalase é responsável pela quebra do H2O2 transformando-o em H2O e O2, 
e se encontra em grandes concentrações nos peroxissomos e em menor quantidade 
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no citosol (Powers & Lennon, 1999). Observamos redução do conteúdo desta enzima 
tanto nas células musculares distróficas controle como nas tratadas com Idebenona. 
De acordo com os resultados obtidos e com a literatura, podemos verificar que 
o balanço entre a produção de EROs e sequestradores ou “scavengers” de radicais 
livres está prejudicado nas células musculares distróficas, causando danos celulares. 
O tratamento com Idebenona teve efeito positivo em alguns componentes do sistema 
antioxidante, promovendo a redução da peroxidação lipídica e da produção de EROs. 
Abdel Baky e colaboradores (2010) também observaram aumento dos componentes 
do sistema antioxidante após tratamento com Idebenona em modelo experimental de 
hipóxia cerebral. Entretanto, diferente deste estudo, verificamos diminuição da 
expressão da catalase após o tratamento com Idebenona, mas deve ser considerado 
que as condições experimentais são diferentes em vários aspectos, tais como 
diferença no tipo celular, dosagem e período de tratamento. 
Embora sejam necessários novos estudos, com outras concentrações, período 
de tratamento e outras análises; considerando os parâmetros analisados no presente 
estudo podemos propor que a Idebenona atua tanto como um “scavenger” de EROs 
quanto atuando sobre o sistema antioxidante nas células musculares distróficas. E 
esta propriedade da Idebenona promove também efeito sobre os demais parâmetros 
analisados, no que diz respeito a redução da inflamação e da concentração de cálcio 
intracelular. 
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CONCLUSÃO 
 
A Idebenona apresenta efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes sobre as 
células musculares distróficas, os quais foram demonstrados após redução 
significativa da concentração de cálcio intracelular, do processo inflamatório e do 
estresse oxidativo. 
79 
 
 
 
 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
Abdel Baky, N.A.; Zaidi, Z.F.; Fatani, A.J.; Sayed-Ahmed, M.M.; Yaqub, H. Nitric oxide 
pros and cons: the role of L-arginine, a nitric oxide precursor, and idebenone, a 
coenzyme-Q analogue in ameliorating cerebral hypoxia in rat. Brain Res Bull, 2010, 
83, pp. 49-56. 
Acharyya, S.; Villalta, S.A.; Bakkar, N.; Bupha-Intr, T.; Janssen, P.M.; Carathers, M. 
Li, Z.W.; Beg, A.A.; Ghosh, S.; Sahenk, Z.; Weinstein, M.; Gardner, K.L.; Rafael- 
Fortney, J.A.; Karin, M.; Tidball, J.G.; Baldwin, A.S.; Guttridge, D.C. Interplay of IKK- 
NF-kappaB signaling in macrophages and myofibers promotes muscle degeneration 
in Duchenne muscular dystrophy. J Clin Invest, 2007, 117, pp. 889-901. 
Adams, M.E.; Butler, M.H.; Dwyer, T.M.; Peters, M.F.; Murnane, A.A.; Froehner, S.C.; 
Two forms of mouse syntrophin, a 58kd dystrophin-associated protein, differ in primary 
structure ant tissue distribution. Neuron., 1993, 11, pp. 531-540. 
Ahn, A.H.; Freener, C.A.; Gussoni, E.; Yoshida, M.; Ozawa, E.; Kunkel, L.M. The three 
human syntrofin genes are expressed in diverse tissues, have distinct chromossomal 
locations, and each bind to dystrophin and its relatives. J Biol Chem, 1996, 271, pp. 
2724, 2730. 
Alberts, B.; Johnson, A.; Lewis, J.; Ralff, M.; Roberts, K.; Walter, P. Mol Biol Cell, 4ª 
ed., New York: Garland Science, 2002,  pp. 1463. 
Alderton, J.M.; Steinhardt, R.A. How calcium influx through calcium leak channels is 
responsible for the elevated levels of calcium-dependent proteolysis in dystrophic 
myotubes. Trends in Cardiovasc Med., 2000, 10, pp. 268-272. 
Allen, D.G.; Gervasio, O.L.; Yeung, E.W.; Whitehead, N.P. Calcium and the damage 
pathways in muscular dystrophy. Canadian J Physiol Parmacol., 2010, 88, pp. 83-91. 
Allen, D.G.; Whitehead, N.P. Duchenne muscular dystrophy – what causes the 
increased membrane permeability in skeletal muscle? Int J Biochem Cell Biol, 2011, 
43, pp. 290-294. 
Al-Rasheed, N.M.; Faddah, L.M.; Mohamed, A.M.; Baky, N.A.A.; Al-Rasheed, N.M.; 
Mohammad, R.A. Potential impact of quercetin and idebenone against immune- 
inflammatory and oxidative renal damage induced in rats by titanium dioxide 
nanoparticles toxicity. J Oleo Sci, 2013, 62, pp. 961-971. 
80 
 
 
 
 
Altamirano, F.; Lopez, J.R.; Henriquez, C.; Molinski, T.; Allen, P.D.; Jaimovich, E.; 
López, J.R.; Henriquez, C. Increased resting intracellular calcium modulates NF- 
kappaB dependent inducible nitric-oxide synthase gene expression. In dystrophic mdx 
skeletal myotubes. J Biol Chem, 2012, 287, pp. 20876-20887. 
Altavilla, D.; Deodato, B.; Campo, G.M.; Arlotta, M.; Miano, M.; Squadrito, G.; Saitta, 
A.; Cucinotta, D.; Ceccarelli, S.; Ferlito, M.; Tringali, M.; Minutoli, L.; Caputi, A.P.; 
Squadrito, F. IRFI 042, a novel dual vitamin E-like antioxidant, inhibits activation of 
nuclear factor-kappaB and reduces the inflammatory response in myocardial ischemia- 
reperfusion injury. Cardiovasc Res, 2000, 47, pp. 515– 528. 
Andrews, N.W. Membrane repair and immunological danger. EMBO, 2005, 6, pp. 826- 
830. 
Angelini, C.; Pegoraro, E.; Perini, F.; Danieli, G.A.; Fontanari, D. Muscular dystrophy 
research: from molecular diagnosis toward therapy. Amsterdam: Excerpta Medica, 
1991, A trial with a new steroid in Duchenne muscular dystrophy, pp. 173-179. 
Angelini, C.; Pegoraro, E.; Turella, E.; Intino, M.T.; Pini, A.; Costa, C. Deflazacort in 
Duchenne dystrophy: study of long-term effect. Musc Nerve, 1994, 17, pp. 386-391. 
Araishi, K.; Sasaoka, T.; Imamura, M.; Noguchi, S.; Hama, H.; Wakabayashi, E.; 
Yoshida, M.; Hori, T.; Ozawa, E. Loss of the sarcoglycan complex and sarcospan leads 
to muscular dystrophy in beta-sarcoglycan-deficient mice. Hum Mol Genet, 1999, 8, 
pp. 1589-1598. 
Arend, N.; Wertheimer, C.; Laubichler, P.; Wolf, A.; Kampik, A.; Kernt, M. Idebenone 
prevents oxidative stress, cell death and senescence of retinal pigment epithelium cells 
by stabilizing BAX/Bcl-2 ratio. Ophthalmol, 2015, 234, pp. 73-82. 
Arnold, L.; Henry, A.; Poron, F.; Baba-Amer, Y.; Rooijen, N.; Plonquet, A.; Gherardi, 
R.K.; Chazaud, B. Inflammatory monocytes recruited after skeletal muscle injury switch 
into anti-inflammatory macrophages to support myogenesis. J Exp Med, 2007, 204, 
pp. 1057-1069. 
Arthur, P.G.; Grounds, M.D.; Shavlakadze, T. Oxidative stress as a therapeutic target 
during muscle wasting: considering the complex interactions. Curr Opin Clin Nutr 
Metab Care, 2008, 11, pp. 408-416. 
81 
 
 
 
 
Artuch, R.; Aracil, A.; Mas, A.; Colomé, C.; Rissech, M.; Monrós, E.; Pineda, M. 
Friedreich’s ataxia: idebenone treatment in early stage patients. Neuropediatrics, 
2002, 33, pp. 190-193. 
Aruoma, O.I.; Halliwell, B. Inactivation of alpha 1-antiproteinase by hydroxyl radicals. 
The effect of uric acid. FEBS Lett, 1989, 244, pp. 76-80. 
Azim, S.A.A.; Darwish, H.A.; Rizk, M.Z.; Ali, S.A.; Kadry, M.O. Amelioration of titanium 
dioxide nanoparticles-induced liver injury in mice: possible role of some antioxidants. 
Exp and Tox Pathol, 2015, 67, pp. 305-314. 
Bach, J.R.; Martinez, D.; Duchenne muscular dystrophy: continuous noninvasive 
ventilatory support prolongs survival. Respr Care, 2011, 56, pp. 744-750. 
Backman, E.; Henriksson, K.G. Low-dose prednisolone treatment in Duchenne and 
Becker muscular dystrophy. Neuromusc Disord, 1995, 5, pp. 233-241. 
Balasubramanian, S.; Fung, E.T.; Huganir, R.L. Characterization of the tyrosine 
phosphorylation and distribuition of dystrobrevin isoforms. FEBS Lett, 1998, 432, pp. 
133- 140. 
Baldwin JR, A.S. Series introduction: the transcription factor NFkappaB and human 
disease. J Clin Invest, 2001, 107, pp. 3-6. 
Baron, D.; Dubois, E.; Bihouée, A.; Teusan, R.; Steenman, M.; Jourdon, P.; Magot, A.; 
Péréon, Y.; Veitia, R.; Savagner, F.; Ramstein, G.; Houlgatte, R. Meta-analysis of 
muscle transcriptome data using the MDAMuscle database reveals biologically 
relevant gene patterns. BMC Genomics, 2011, 12, pp. 113. 
Barresi, R.; Moore, S.A.; Stolle, C.A.; Mendell, J.R.; Campbell, K.P. Expression of γ- 
sarcoglycan in smooth muscle and its interaction with the smooth muscle sarcoglycan- 
sarcospan complex. J Biol Chem, 2000, 275, pp. 38554-38560. 
Barton-Davis, E.; Cordier, L.; Shoturma, D.I.; Leland, S.; Sweeney, H.L. 
Aminoglycoside antibiotics restore dystrophin function to skeletal muscles of mdx mice. 
J Clin Invest, 1999, 104, pp. 375-381. 
Basu, U.; Lozynska, O.; Moorwood, C.; Patel, G.; Wilton, S.D.; Khurana, T.S.; 
Translational regulation of utrophin by miRNAs. PLosOne, 2011, 6:e29376. 
82 
 
 
 
 
Baylor, S.M.; Hollingworth, S.; Intracellular calcium movements during excitation- 
contraction coupling in mammalian slow-twitch and fast-twitch muscle fibers. J Gen 
Physiol., 2012, 139, pp. 261-272. 
Becker, C.; Bray-French, K.; Drewe, J. Pharmacokinetic evaluation of idebenone. Exp 
Opin Drug Metab Toxicol, 2010, 6, pp. 1437-1444. 
Biggar, W.D.; Gingras, M.; Fehlings, D.L.; Harris, V.A.; Steele, C.A. Deflazacort 
treatment of Duchenne muscular dystrophy. J Pediatr, 2001, 138, pp. 45-50. 
Biggar, W.D.; Harris, V.A.; Eliasoph, L.; Alman, B. Long-term benefits of deflazacort 
treatment for boys with Duchenne muscular dystrophy in their second decade. 
Neuromusc Disord, 2006, 12, pp. 249-255. 
Blake, D.J.; Nawrotzki, R.; Peters, M.F.; Froehner, S.C.; Davies, K.E. Isoform diversity 
of dystrobrevin, the murine 87-kDa post-synaptic protein. J Biol Chem, 1996, 271, pp. 
7802-7810. 
Blake, D.J.; Hawkes, R.; Benson, M.A.; Beesley, P.W. Different Dystrophin-like 
complexes are expressed in neurons and glia. J Cell Biol, 1999, 147, pp. 645-658. 
Bodmer, M.; Vankan, P.; Dreier, M.; Kutz, K.W.; Drewe, J. Pharmacokinetics and 
metabolism of idebenone in healthy male subjects. Eur J Clin Pharmacol, 2009, 65, 
pp. 493-501. 
Bonifati, D.M.; Ruzza, G.; Bonometto, P.; Berardinelli, A.; Gorni, K.; Orcesi, S.; Lanzi, 
G.; Angelini, C. A multicenter, double-blind, randomized trial of deflazacort versus 
prednisone in Duchenne muscular dystrophy. Musc Nerve, 2000, 23, pp. 1344-1347. 
Bonnemann, C.G.; Modi, R.; Noguchi, S.; Mizuno, Y.; Yoshida, M. Gussoni, E.; 
McNally, E.M.; Duggan, D.J.; Angelini, C.; Hoffman, E.P. Beta-sarcoglycan (A3b) 
mutations cause autosomal recessive muscular dystrophy with loss of the sarcoglycan 
complex. Nat Genet, 1995, 11, pp. 266-273. 
Bonnemann, C.G.; Wong, J.; Bem Hamida, C.; Hamida, M.B.; Hentati, F.; Kunkel, L.M. 
LGMD 2E in Tunisia is caused by a homozygous missense mutation in beta- 
sarcoglycan exon 3. Neuromusc Disord, 1998, 8, pp. 193-197. 
Bootman, M.D.; Lipp, P.; Berridge, M.J. The organization and functions of local Ca2+ 
signals. J Cell Sci, 2001, 114, pp. 2213-2222. 
83 
 
 
 
 
Boyer, P.D. The ATP synthase – a splendid molecular machine. Annu Rev Biochem, 
1997, 66, pp. 717-749. 
Bradford, M.M.; A rapid and sensitive method for the quantification of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analyt Biochem, 1976, 
72, pp. 248-254. 
Braun, R.; Wang, Z.; Mack, D.; Childers, M. Gene therapy for inherited muscle 
diseases: where  genetics  meets  rehabilitation  medicine. Am  J  Phys  Med  
Rehabil, 2014, 93, pp. 97–107 
Bredt, D.S.; Snyder, S.H. Nitric oxide: a physiologic messenger molecule. Annu Ver 
Biochem, 1994, 63, pp. 175-195. 
Brenman, J.E.; Chao, D.S.; Gee, S.H.; McGee, A.W.; Craven, S.E.; Santillano, D.R.; 
Wu, Z.; Huang, F.; Xia, H.; Peters, M.F.; Froehner, S.C.; Bredt, D.S. Interaction of nitric 
oxide syntase with the postsynaptic density protein PSD-95 and α1-syntrophin 
mediated by PDZ domains. Cell, 1996, 84, pp. 757-767. 
Brière, J.J.; Schlemmer, D.; Chretien, D.; Rustin, P. Quinone analogues regulate 
mitochondrial substrate competitive oxidation. Biochem Biophys Res Commun, 2004, 
316, pp. 1138-1142. 
Briguet, A.; Courdier-Fruh, I.; Foster, M.; Meier, T.; Magyar, J.P.; Histological 
parameters for the quantitative assessment of muscular dystrophy in the mdx mouse. 
Neuromuscul. Disord., 2004, 14, pp. 675–682. 
Brini, M. Ca2+ signalling in mitochondria: mechanism and role in physiology and 
pathology. Cell Calcium, 2003, 34, pp. 399-405. 
Brooke, M.H.; Fenichel, G.M.; Griggs, R.G.; Mendell, J.R.; Moxley, R.T.; Miller,   J.P.; 
Kaiser, K.K.; Florence, J.M.; Pandya, S.; Signore, L.; King, W.; Robison, J.; Head, R.A.; 
Province, M.A.; Seyfield, W.; Mandel, S. Clinical investigation of Duchenne muscular 
dystrophy. Interesting results in a trial of prednisone. Arch Neurol, 1987, 44, pp. 812- 
817. 
Brookes, P.S.; Yoon, Y.; Robotham, J.L.; Anders, M.W.; Sheu, S.S. Calcium, ATP, and 
ROS: a mitochondrial love-hate triangle. Am J Physiol, 2004, 287, pp. C817-C833. 
Buvinic, S.; Almarza, G.; Bustamante, M.; Casas, M.; Lopez, J.; Riquelme, M. Sáez, 
J.C.; Huidobro-Toro, J.P.; Jaimovich, E. ATP released by electrical stimuli elicits 
84 
 
 
 
 
calcium transients and gene expression in skeletal muscle. J Biol Chem, 2009, 284, 
pp. 34490-34505. 
Buyse, G.M.; Mieren, G.V.; Erb, M.; D’hooge, J.; Herijgers, P.; Verbeken, E.; Jara, A.; 
Bergh, A.V.D.; Mertens, L.; Courdier-Fruh, I.; Barzaghi, P.; Meier, T. Long-term blinded 
placebo-controlled study of STN-MC17/idebenone in the dystrophin deficient mdx 
mouse: cardiac protection and improved exercise performance. Eur heart J, 2009, 30, 
pp. 116-124. 
Buyse, G.M.; Goemans, N.; van der Hauwe, M.; Thijs, D.; Groot, I.J.M.; Schara, U.; 
Ceulemans, B.; Meier, T.; Mertens, L. Idebenone as a novel, therapeutic approach for 
Duchenne muscular dystrophy: results from a 12 month, double-blind, randomized 
placebo-controlled trial. Neuromusc Disord, 2011, 21, pp. 396-405. 
Buyse, G.M.; Goemans, N.; Hauwe, M.; Meier, T. Effects of glucocorticoids and 
idebenone on respiratory function in patients with Duchenne muscular dystrophy. 
Pediatr Pulmonol, 2013, 48, pp. 912-920. 
Buyse, G.M.; Voit, T.; Schara, U.; straathof, C.S.M.; D’Angelo, M.G.; Bernert, G.; 
Cuisset, J-M.; Finkel, R.S.; Goesmans, N.; McDonald, C.M.; Rummey, C.; Meier, T. 
Efficacy of idebenone on respiratory function in pacients with Duchenne muscular 
dystrophy not using glucocorticoids (DELOS): a double-blind randomized placebo- 
controlled phase 3 trial. Lancet, 2015, 385, pp. 1748-1757. 
Camello-Almaraz, C.; Gomez-Pinilla, P.J.; Pozo, M.J.; Camello, P.J. Mitochondrial 
reactive oxygen species and Ca2+ signaling. Am J Physiol, 2006, 291, pp. C1082-1088. 
Cao, W.; Henry, M.D.; Borrow, P. Yamada, H.; Elder, J.H.; Ravkov, E.V.; Nichol, S.T.; 
Compans, R.W.; Campbell, K.P.; Oldstone, M.B. Identification of α-dystroglycan as a 
receptor for lymphocytic choriomeningitis vírus and Lassa fever vírus. Science, 1998, 
282, pp. 2079-2081. 
Carbone, C.; Campisi, A.; Musumeci, T.; Raciti, G.; Bonfanti, R.; Puglisi, G. FA-loaded 
lipid drug delivery systems: preparation, characterization and biological studies. Eur J 
Pharm Sci, 2014, 14, pp. 12-20. 
Carelli, V.; Leber’s hereditary optic neuropathy. In: Schapira, A.H.V.; Di Mauro, S. 
Mitochondrial disorders in neurology, 2002, 2nd Ed., pp. 115-142. 
85 
 
 
 
 
Carlberg, I.; Mannervik, B. Gluthatione reductase. Meth Enzymol, 1985, 113, pp. 484- 
489. 
Carlson, C.G.; Samadi, A.; Siegel, A. Chronic treatment with agents that stabilize 
cytosolic IkappaB-alpha enhances survival and improves resting membrane potential 
in MDX muscle fibers subjected to chronic passive stretch. Neurobiol Dis, 2005, 20, 
pp. 719–730. 
Carrie, A.; Piccolo, F.; Leturcq, F.; de Toma, C.; Azibi, K.; Beldjord, C.; Vallat, J.M.; 
Merlini, L.; Voit, T.; Sewry, C.; Urtizberea, J.A.; Romero, N.; Tomé, F.M.; Fardeau, M.; 
Sunada, Y.; Campbell, K.P.; Kaplan, J.C.; Jeanpierre, M. Mutational diversity and hot 
spots in the alpha-sarcoglycan gene in autosomal recessive muscular dystrophy 
(LGMD2D). J Med Genet, 1997, 34, pp. 470-475. 
Cecchini, G. Function and structure of complex II of the respiratory chain. Ann Rev 
Biochem, 2003, 72, pp. 77-109. 
Chahbouni, H.; Escames, G.; Lopez, L.C.; Sevilla, B.; Doerrier, C.; Munoz-Hoyos, A.; 
Molina-Carballo, A.; Acuña-Castroviejo, D. Melatonin treatment counteracts the 
hyperoxidative status in erythrocytes of patients suffering from Duchenne muscular 
dystrophy. Clin Biochem, 2011, 44, pp. 853-858. 
Chan, Y.M.; Bonnemann, C.G.; Lidov, H.G.; Kunkel, L.M. Molecular organization of 
sarcoglycan complex in mouse myotubes in culture. J Cell Biol, 1998, 143, pp. 2033- 
2044. 
Chancellor, D.R.; Davies, K.E.; De Moor, O.; Dorgan, C.R.; Johnson, P.D.; Lambert, 
A.G.; Lawrence, D.; Lecci, C.; Maillol, C.; Middleton, P.J.; Nugent, G.; Poignant, S.D.; 
Potter, A.C.; et al. Discovery of 2-arylbenzoxazoles as upregulators of utrophin 
production for the treatment of Duchenne muscular dystrophy. J. Med Chem., 2011, 
54, pp. 3241-3245. 
Chang, Y.; Lin, Y.W.; Wang, S.J. Idebenone inhibition of glutamate release from rat 
cerebral cortex nerve endings by suppression of voltage-dependent calcium influx and 
protein kinase A. Naunyn Schmied Arch Pharmacol, 2011, 384, pp. 59-70. 
Chardin, P.; Cussac, D.; Maignan, S.; Ducruix, A. The Grb2 adaptor. FEBS Lett, 1995, 
369, pp. 47-51. 
86 
 
 
 
 
Chelikani, P.; Fita, I.; Loewen, P.C. Diversity of structures and properties among 
catalases. Cell Mol Life Sci, 2004, 61, pp. 192-208. 
Chen, Y.W.; Zhao, P.; Borup, R.; Hoffman, E.P. Expression profiling in the muscular 
dystrophies: identification of novel aspects of molecular pathophysiology. J Cell Biol, 
2000, 151, pp. 1321-1336. 
Chen, Y.W.; Nagaraju, K.; Bakay, M.; McIntyre, O.; Rawat, R.; Shi, R.; Hoffman, E.P. 
Early onset of inflammation and later involvement of TGFbeta in Duchenne muscular 
dystrophy. Neurology, 2005, 65, pp. 828-834. 
Cheng, A.M.; Sazton, T.M.; Ryuichi, S.; Kulkarni, S.; Mbamalu, G.; Vogel, W.; 
Tortorice, C.G.; Cardiff, R.D.; Cross, J.C.; Muller, W.J.; Pawson, T. Mammalian Grb2 
regulates multiple steps in embryonic development and malignant transformation. Cell, 
1998, 95, pp. 793-803. 
Cheng, M.; Nguyen, M.H.; Fantuzzi, G.; Koh, T.J. Endogenous interferon-γ is required 
for skeletal muscle regeneration. Am J Physiol Cell Physiol, 2008, 294, pp. C1183- 
1191. 
Cirak, S.; Arechavala-Gomeza, V.; Guglieri, M.; Feng, L.; Torelli, S.; Anthony, K.; Abbs, 
S.; Garralda, M.E.; Bourke, J.; Wells, D.J.; Dickson, G.; Wood, M.J.A.; Wilton, S.D.; 
Straub, V.; Kole, R.; Shrewsburry, S.B.; Sewry, C.; Morgan, J.E.; Bushby, K.; Muntoni, 
F. Exon skipping and dystrophin restoration in patients with Duchenne muscular 
dystrophy after systemic phosphorodiamidate morpholino oligomer treatment: an 
open-label, phase 2, dose-escalation study. Lancet, 2011, 378, pp. 595-605. 
Civenni, G.; Bazzi, P.; Trotti, D.; Volterra, A.; Racagni, G. Inhibitory effect of the 
neuroprotective agent idebenone on arachidonic acid metabolismo in astrocytes. Eur 
J Pharmacol, 1999, 370, pp. 161-167. 
Cohn, R.D.; Durbeej, M.; Moore, S.A.; Coral-Vasquez, R.; Prouty, S.; Campbell, K.P. 
Prevention of cardiomyopathy in mouse models lacking the smooth muscle 
sarcoglycan-sarcospan complex. J Clin Invest, 2001, 107, R1-R7. 
Collet, C.; Csernoch, L.; Jacquemond, V. Intramembrane charge movement and L- 
type calcium current in skeletal muscle fibers isolated from control and mdx mice. 
Biophys J, 2003, 84, pp. 251-265. 
87 
 
 
 
 
Connolly, A.M.; Schierbecker, J.; Renna, R.; Florence, J. High dose weekly oral 
prednisone improves strength in boys with Duchenne muscular dystrophy. Neuromusc 
Disord, 2002, 12, pp. 917-925. 
Constantin, B.; Sebille, S.; Cognard, C. New insights in the regulation of calcium 
transfers by muscle dystrophin-based cytoskeleton: implications in DMD. J Muscle Res 
Cell Motil., 2006, 27, pp. 375-386. 
Coral-Vazquez, R.; Cohn, R.D.; Moore, S.A.; Hill, J.A.; Weiss, R.M.; Davisson, R.L.; 
Straub, V.; Barresi, R.; Bansal, D.; Hrstka, R.F.; Williamson, R.; Campbell, K.P. 
Disruption of the sarcoglycan-sarcospan complex in vascular smooth muscle: a novel 
mechanism for cardiomyopathy and muscular dystrophy. Cell, 1999, 98, pp. 465-474. 
Cossu, G. Fusion of bone marrow-derived stem cells with striated muscle may not be 
sufficient to activate muscle genes. J Clin Invest, 2004, 114, pp. 1540 – 1543. 
Crawford, G.E.; Faulkner, J.A.; Crosbie, R.H.; Campbell, K.P.; Froehner, S.C.; 
Chamberlain, J.S. Assembly of the dystrophin-associated protein complex does not 
require the dystrophin COOH-terminal domain. J Cell Biol, 2000, 150, pp. 1399-1410. 
Crofts, A.R. The cytochrome bc1 complex: function in the context of structure. Annu 
Rev Physiol, 2004, 66, pp. 689-733. 
Crosbie, R.H.; Heighway, J.; Wenzke, D.P.; Lee, J.C.; Campbell, K.P. Sarcospan: the 
25 kDa transmembrane component of the dystrophin-glycoprotein complex. J Biol 
Chem, 1997, 272, pp. 31221-31224. 
Crosbie, R.H.; Lebakken, C.S.; Holt, K.H.; Venzke, D.P.; Straub, V.; Lee, J.C.; Grady, 
R.M.; Chamberlain, J.S.; Sanes, J.R.; Campbell, K.P. Membrane targeting and 
stabilization of sarcospan in mediated by the sarcoglycan subcomplex. J Cell Biol, 
1999, 145, pp. 153-165. 
Culligan, K.; Ohlendieck, K. Diversity of the brain dystrophin-glycoprotein complex. J 
Biomed Biotechnol, 2002, 2, pp. 31-36. 
Cyrulnik, S.E.; Hinton, V.J.; Duchenne muscular dystrophy: a cerebelar disorder? 
Neurosci Biobehav Rev., 2008, 32, pp. 486-496. 
Datta, S.R.; Brunet, A.; Greenberg, M.E. Cellular survival: a play in three Akts. Genes 
Dev, 1999, 13, pp.2905-2927. 
88 
 
 
 
 
Davies, K.J.A. Oxidative stress, antioxidant defenses, and damage removal, repair, 
and replacement systems. IUBMB Life, 2000, 50, pp. 279-289. 
De Moor, O.; Dorgan, C.R.; Johnson, P.D.; Lambert, A.G.; Lecci, C.; Maillol, C.; 
Nugent, G.; Poignant, S.D.; Price, P.D.; Pye, R.J.; Storer, R.; Tinsley, J.M.; Vickers, 
R.; et al. Discovery and SAR of 2-arylbenzotriazoles and 2-arylindazoles as potencial 
treatments for Duchenne muscular dystrophy. Bioorg Med Chem Lett, 2011, 21, pp. 
4828-4831. 
Degli Esposti, M.; Ngo, A.; McMullen, G.L.; Ghelli, A.; Sparla, F.; Benelli, B.; Ratta, M.; 
Linnane, A.W. The specificity of mitochondrial complex I for ubiquinones. Biochem J, 
1996, 313, pp. 327-334. 
Delatycki, M.; Williamson, R.; Forrest, S. Friedreich ataxia: an overview. J Med Genet, 
2000, 37, pp. 1-8. 
van Deutekom, J.C.; Janson, A.A.; Ginjaar, I.B.; Frankhuizen, W.S.; Aartsma-Rus, A.; 
Bremmer-Bout, M.; den Dunnen, J.T.; Koop, K.; van der  Kooi,  A.J.; Goemans,  
N.M.; de Kimpe, S.J.; Ekhart, P.F.; Venneker, E.H.; Platenburg, G.J.; Verschuuren, 
J.J.;van Ommen, G.B. Local dystrophin restoration antisense oligonucleotide PRO051. 
N Engl J Med, 2007, 357, pp. 2677-2686. 
Di Prospero, N.A.; Sumner, C.J.; Penzak, S.R.; Ravina, B.; Fischbeck, K.H.;   Taylor, 
J.P. Safety, tolerability, and pharmacokinetics of high-dose idebenone in patients with 
Friedreich ataxia. Arch Neurol, 2007a, 64, pp. 803-808. 
Di Prospero, N.A.; Baker, A.; Jeffries, N.; Fischbeck, K.H. Neurological effects of high- 
dose idebenone in patients with Friedreich’s ataxia: a randomized, placebo-controlled 
trial. Lancet Neurol, 2007, 6, pp. 878-886. 
Diaz F, Moraes CT. Mitochondrial biogenesis and turnover. Cell Calcium, 2008, 44, 
pp. 24-35. 
Disatnik, M.H.; Dhawan, J.; Yu, Y.; Beal, M.F.; Whirl, M.M.; Franco, A.A.; Rando, T.A. 
Evidence of oxidative stress in mdx mouse muscle: Studies of the pre-necrotic state. 
J Neurol Sci, 1998, 161, pp. 77-84. 
Dorchies, O.M.; Wagner, S.; Vuadens, S. Green tea and its major polyphenol (-)- 
epigallocatechin gallate improve muscle function in a mouse model for Duchenne 
muscular dystrophy. Am J Physiol, 2006, 290, pp. C616-C625. 
89 
 
 
 
 
Dormandy, T.L.; Wickens, D.G. The experimental and clinical pathology of diene 
conjugation. Chem Phys Lipids, 1987, 45, pp. 353-364. 
Drachman, D.B.; Toyka, K.V.; Myer, E. Prednisone in Duchenne muscular dystrophy. 
Lancet, 1974, 2, pp. 1409-1412. 
Droge, W. Oxidative stress and aging. Adv Exp Med Biol, 2003, 543, pp. 191-200. 
 
Du, J.; Mitch, W.E.; Wang, X.; Price, S.R. Glucocorticoids induce proteasome C3 
subunit expression in L6 muscle cells by opposing the suppression of its transcription 
by NF-kappa B. J Biol Chem, 2000, 275, pp. 19661-19666. 
Durbeej, M.; Larsson, E.; Ibraghimov-Beskrovnaya, O.; Roberds, S.L.; Campbell, K.P.; 
Ekblom, P. Non-muscle alpha-dystroglycan is involved in epitelial development. J Cell 
Biol, 1995, 130, pp. 79-91. 
Durbeej, M.; Cohn, R.D.; Hrstka, R.F.; Moore, S.A.; Allamand, V.; Davidson, B.L.; 
Williamson, R.A.; Campbell, K.P. Disruption of the beta-sarcoglycan gene reveals 
pathogenetic complexity of limb-girdle muscular dystrophy type 2E. Mol Cell, 2000, 5, 
pp. 141-151. 
Durbeej, M. Sawatzki, S.M.; Barresi, R.; Schmainda, K.M.; Allamand, V.; Michele, D.E.; 
Campbell, K.P. Gene transfer establishes primacy of striated vs. smooth muscle 
sarcoglycan complex in limb-girdle muscular dystrophy. Proc Natl Acad Sci USA, 2003, 
100, pp. 8910-8915. 
Duveau, D.Y.; Arce, P.M.; Schoenfeld, R.A.; Raghav, N.; Cortopassi, G.A.; Hecht, S.M. 
Synthesis and characterization of mitoQ and idebenone analogues as mediators of 
oxygen consumption in mitochondria. Bioorgan & Medic Chem, 2010, 18, pp. 6429- 
6441. 
Edwards, S.L.; Beesley, J. French, J.D.; Dunning, A.M. Beyond GWASs: illuminating 
the dark road from association to function. Am J Hum Genet, 2013, 93, pp. 779-797. 
Emery, A.E.; Emery, M.L.; Edward Meryon (1809 – 1880) and muscular dystrophy. J. 
Med Genet., 1993, 30, pp. 506-511. 
Emery, A.E.; The muscular dystrophies. Lancet, 2002, 359, pp. 687-695. 
90 
 
 
 
 
Ertel, E.A.; Campbell, K.P.; Harpold, M.M.; Hofmann, F.; Mori, Y.; Perez-Reyes, E.; 
Schwartz, A.; Snutch, T.P.; Tanabe, T.; Birnbaumer, L.; Tsien, R.W.; Catterall, W.A. 
Nomenclature of voltage-gated calcium channels. Neuron, 2000, 25, pp. 533-535. 
Ervasti, J.M.; Campbell, K.P.; A role for the dystrohpin-glicoprotein complex as a 
transmembrane linker between laminin and actin. JCB, 1993, 122, pp. 809-823. 
Esapa, C.T.; Bentham, G.R.B.B.; Schroder, J.E.; Kroger, S.; Blake, D.J. The effects of 
post-translational processing on dystroglycan synthesis and trafficking. FEBS Lett, 
2003, 555, pp. 209-216. 
Escolar, D.M.; Hache, L.P.; Clemens, P.R. Cnaan, A.; McDonald, C.M.; Viswanathan, 
V.; Kornberg, A.J.; Bertorini, T.E.; Nevo, Y.; Lotze, T.; Pestronk, A.; Ryan, M.M.; 
Monasterio, E.; Day, J.W.; Zimmerman, A.; Arrieta, A.; Henricson, E.; Mayhew, J.; 
Florence, J.; Hu, F.; Connolly, A.M. Randomized, blinded trial of weekend vs daily 
prednisone in Duchenne muscular dystrophy. Neurology, 2011, 77, pp. 444-452. 
Essayan, D.M. Cyclic nucleotide phosphodiesterases. J Allergy Clin Immunol, 2001, 
pp. 671-680. 
Esterbauer, H.; Cheeseman, K.H. Determination of aldehydic lipid peroxidation 
products: malonaldehyde and 4-hydroxynonenal. Methods Enzymol, 1990, 186, pp. 
407-421. 
Esterbauer, H.; Schaur, R.J.; Zollner, H. Chemistry and biochemistry of 4- 
hydroxynonenal, malonaldehyde and related aldehydes. Free Radic Biol Med, 1991, 
11, pp. 81–128. 
Ettinger, A.J.; Feng, G.; Sanes, J.R. α-Sarcoglycan, a broadly expressed homologue 
of the gene mutated in limb-girdle muscular dystrophy 2D. J Biol Chem, 1997, 272, 
32534-32538. 
Evans, N.P.; Misyak, S.A.; Robertson, J.L.; Bassaganya-Riera, J.; Grange, R.W. 
Immune-mediated mechanisms potencially regulate the disease time-course of 
Duchenne muscular dystrophy and provide targets for therapeutic intervention. PM R., 
2009, 1, pp. 755-768. 
Evans, N.P.; Call, J.A.; Bassaganya-Riera, J.; Robertson, J.L.; Grange, R.W. Green 
tea extract decreases muscle pathology and NF-kappaB immunostaining in 
regenerating muscle fibers of mdx mice. Clin Nutr, 2010, 29, pp. 391-398. 
91 
 
 
 
 
Faure, P.; Lafond, J.L. Measurement of plasma sulfhydryl and carbonyl groups as a 
possible indicator of protein oxidation. Analys Free Radic Biolog Systems, 1995, pp. 
237-248. 
Feissner, R.F.; Skalska, J.; Gaum, W.E.; Sheu, S.S. Crosstalk signaling between 
mitochondrial Ca2+ and ROS. Front Biosci, 2009, 14, pp.1197-1218. 
Fenichel, G.M.; Mendell, J.R.; Moxley, R.T.; Griggs, R.C.; Brooke, M.H.; Miller, J.P.; 
Pestronk, A.; Robinson, J.; King, W.; Signore, L.; Pandya, S.; Florence, J.; 
Schierbecker, J.; Wilson, B. A comparison of daily and alternate-day prednisone 
therapy in the treatment of Duchenne muscular dystrophy. Arch Neurol, 1991, 48, pp. 
575–579. 
Fong, P.Y.; Turner, P.R.; Denetclaw, W.F.; Steinhardt, R.A. Increased activity of 
calcium leak channels in myotubes of Duchenne human and mdx mouse origin. 
Science, 1990, 250, pp. 673-676. 
Franco-Obregon, A. Jr.; Lansman, J.B.; Calcium entry through strench-inactivated ion 
channels in mdx myotubes. Nature, 1990, 344, pp. 670-673. 
Frank, O.; Baker, H. Vitamin profile in rats fed stock or liquid ethanolic diets. Am J Clin 
Nutr, 1980, 33, pp. 221-226. 
Friedrich, O.; von Wegner, F.; Chamberlain, J.S.; Fink, R.H.; Rohrbach, P. L-type Ca2+ 
channel function is linked to dystrophin expression in mammalian muscle. PLoS One, 
2008, 3: e1762. 
Gailly, K. New aspects of calcium signaling in skeletal muscle cells: implications in 
Duchenne muscular dystrophy. Bioch Biophys Acta, 2002, 1600, pp. 38-44. 
Gaud, A.; Simon, J.M.; Witzel, T.; Carre-Pierrat, M.; Wermuth, C.G.; Segalat, L. 
Prednisone reduces muscle degeneration in dystrophin-deficient Caenorhabditis 
elegans. Neuromusc Disord, 2004, 14, pp. 365-370. 
Gehrig, S.M.; van der Poel, C.; Sayer, T.A.; Schertzer, J.D.; Henstridge, D.C.; Church, 
J.E.; Lamon, S.; Russell, A.P.; Davies, K.E.; Febbraio, M.A.; Lynch, G.S. Hsp72 
preserves muscle function and slows progression of severe muscular dystrophy. 
Nature, 2012, 484, pp. 394-396. 
Genova, M.L.; Ventura, B.; Giuliano, G.; Bovina, C.; Formiggini, G.; Castelli, G.P.; 
Lenaz, G. The site of production of superoxide radical in mitochondrial complex I is not 
92 
 
 
 
 
a bound ubisemiquinone but presumably iron-sulfur cluster N2. FEBS Letters, 2001, 
505, pp. 364-368. 
Gillis, J.C.; Benefield, P.; McTavish, D. Idebenone. A review of its pharmacodynamic 
and pharmacokinetic properties, and therapeutic use in age-related cognitive 
disorders. Drugs Aging, 1994, 5, pp. 133-152. 
Giorgio, V.; Petronilli, V.; Ghelli, A.; Carelli, V.; Rugolo, M.; Lenaz, G.; Bernardi, P. The 
effects of idebenone on mitochondrial bioenergetics. Biochim et Biophys Acta, 2012, 
1817, pp. 363-369. 
Giovanni, D.S.; Valeria, P.; Bahaa, F.; Majid, A.F. Monitoring cardiac function during 
idebenone therapy in Friedreich’s ataxia. Curr Pharm Des, 2015, 21, pp. 479-483. 
Gissel, H. The role of Ca2+ in muscle cell damage. Ann NY Acad Sci, 2005, 1066, pp. 
166-180. 
Goemans, N.M.; Tulinius, M.; van den Akker, J.T.; Burm, B.E.; Ekhart, P.F.; 
Heuvelmans, N.; Holling, T.; Janson, A.A.; Platenburg, G.J.; Sipkens, J.A.; Ad Sitsen, 
J.M.; Aartsma-Rus, A.; van Ommen, G.B.; Buyse, G.; Darin, N.; Verschuuren, J.J.; 
Campion, G.V.; de Kimpe, S.J.; van Deutekom, J.C. Systemic administration of 
PRO051 in Duchenne’s muscular dystrophy. N Engl J Med, 2011, 364, pp. 1513-1522. 
Gonzalez, D.R.; Treuer, A.V.; Lamirault, G.; Mayo, V.; Cao, Y.; Dulce, R.A.; Hare, J.M. 
NADPH oxidase-2 inhibition restores contractility and intracellular calcium handling 
and reduces arrhythmogenicity in dystrophic cardiomyopathy. Am J Physiol Heart Circ 
Physiol, 2014, 307, pp. H710-H721. 
Gorospe, J.R.; Tharp, M.D.; Hinckley, J.; Kornegay, J.N.; Hoffaman, E.P. A role for 
mast cells in the progression of Duchenne muscular dystrophy? Correlations in 
dystrophin-deficient humans, dogs, and mice. J Neurol Sci, 1994, 122, pp. 44-56. 
Gosselin, L.E.; Williams, J.E. Pentoxifylline fails to attenuate fibrosis in dystrophic 
(mdx) diaphragm muscle. Muscle Nerve, 2006, 33, pp. 820-823. 
Goyenvalle, A.; Babbs, A.; Powell, D.; Kole, R.; Fletcher, S.; Wilton, S.D.; Davies, K.E. 
Prevention of dystrophic pathology in severely affected dystrophin/utrophin-deficient 
mice by morpholino-oligomer-mediated exon-skipping. Mol Ther, 2010, 18, pp. 198- 
205. 
93 
 
 
 
 
Granchelli, J.A.; Pollina, C.; Hudecki, M.S. Pre-clinical screening of drugs using the 
mdx mouse. Neuromusc Disord, 2000, 10, pp. 235-239. 
Griggs, R.C.; Moxley, R.T.; Mendell, J.R.; Fenichel, G.M.; Brooke, M.H.; Pestronk, A.; 
Miller, J.P. Prednisone in Duchenne dystrophy. A randomized, controlled trial defining 
the time course and dose response. Clinical investigation of Duchenne dystrophy 
group. Arch Neurol, 1991, 48, pp. 383-388. 
Groh, S.; Zong, H.; Goddeeris, M.M.; Lebakken, C.S.; Venzke, D.; Pessin, J.E.; 
Campbell, K.P. Sarcoglycan complex: implications for metabolic defects in muscular 
dystrophies. J Biol Chem, 2009, 284, pp. 19178-19182. 
Grounds, M.D.; Torrisi, J. Anti-TNFalpha (Remicade) therapy protects dystrophic 
skeletal muscle from necrosis. FASEB J, 2004, 18, pp. 676-682. 
Gutzmann, H.; Kuhl, K.P.; Hadler, D.; Rapp, M.A. Safety and efficacy of idebenone 
versus tacrine in patients with Azheimer’s disease: results of a randomized, double- 
blind, parallel-group multicenter study. Pharmacopsychiatry, 2002, 35, pp. 12-18. 
Haefeli, R.H.; Erb, M.; Gemperli, A.C.; Robay, D.; Courdier Fruh, I.; Anklin, C.; 
Dallmann, R.; Gueven, N. NQO1-dependent redox cycling of idebenone: effects on 
cellular redox potential and energy levels. PLoS One, 2011, 6, e17963. 
Han, R. Muscle membrane repair and inflammatory attack in dysferlinopathy. Skelet 
Muscle, 2011, 1, pp. 10. 
Hajnoczky, G.; Lin, C.; Thomas, A.P.; Luminal communication between intracelular 
calcium stores modulated by GTP and the cytoskeleton. J Biol Chem, 1994, 269, pp. 
10280-10287. 
Halliwell, B.; Gutteridge, J.M. Free radicals in biology and medicine. Oxford University 
Press, NY, 2007, vol. 4. 
Haslett, J.N.; Sanoudou, D.; Kho, A.T.; Bennett, R.R.; Greenberg, S.A.; Kohane, I.S.; 
Beggs, A.H.; Kunkel, L.M. Gene expression comparision of biopsies from Duchenne 
muscular dystrophy (DMD) and normal skeletal muscle. Proc Natl Acad Sci USA, 2002, 
99, pp. 15000-15005. 
Hauser, E.; Hoger, H.; Bittner, R.; Widhalm, K.; Herkner, K.; Lubec, G. Oxyradical 
damage and mitochondrial enzyme activities in the mdx mouse. Neuropediatrics, 1995, 
26, pp. 260-262. 
94 
 
 
 
 
Hausse, A.O.; Aggoun, Y.; Bonnet, D.; Sidi, D.; Munnich, A.; Rotig, A.; Rustin, P. 
Idebenone and reduced cardiac hypertrophy in Friefreich’s ataxia. Heart, 2002, 87, pp. 
346-349. 
Hayashi, K.; Wakayama, Y.; Inoue, M.; Kojima, H.; Shibuya, S.; Jimi, T.; Hara, H.; 
Oniki, H. Sarcospan: ultrastructural localization and its relation to the sarcoglycan 
complex. Micron, 2006, 37, pp. 591-596. 
Haycock, J.W.; Macneil, S.; Jones, P.; Harris, J.B.; Mantle, D. Oxidative damage to 
muscle protein in Duchenne muscular dystrophy. Neuroreport, 1996, 8, pp. 357-361. 
Heitz, F.D.; Erb, M.; Anklin, C.; Robay, D.; Pernet, V.; Gueven, N. Idebenone protects 
against retinal damage and loss of vision in a mouse model of Leber’s hereditary optic 
neuropathy. PLoS One, 2012, 7, e45182. 
Henry, M.D.; Campbell, K.P. Dystroglycan inside and out. Curr Opin Cell Biol, 1999, 
11, pp. 602-607. 
Heredia, J.E.; Mukundan, L.; Chen, F.M.; Mueller, A.A.; Deo, R.C.; Locksley, R.M.; 
Rando, T.A.; Chawla, A. Type 2 innate signals stimulate fibro-adipogenic progenitors 
to facilitate muscle regeneration. Cell, 2013, 153, pp. 376-388. 
Hermes, T.A.; Macedo, A.B.; Fogaça, A.R.; Moraes, L.H.; de Faria, F.M.; Kido, L.A.; 
Cagnon, V.H.; Minatel, E. Beneficial cilostazol therapeutic effects in mdx dystrophic 
skeletal muscle. Clin Esp Pharmacol Physiol, 2015, DOI: 10.1111/1440-1681.12521 
Hibaoui, Y.; Reutenauer-Patte, J.; Patthey-Vuadens, O.; Ruegg, U.T.; Dorchies, O.M. 
Melatonin improves muscle function of the dystrophic mdx5Cv mouse, a model for 
Duchenne muscular dystrophy. J Pineal Res, 2011, 51, pp. 163-171. 
Hinton, V.J.; Fee, R.J.; De Vivo, D.C.; Goldstein, E.; Poor facial affect recognition 
among boys with Duchenne muscular dystrophy. J. Autism Dev Disord., 2007, 37, pp. 
1925-1933. 
Hirst, J. Energy transduction by respiratory complex I – an evaluation of current 
knowledge. Biochem Soc Trans, 2005, 33, pp. 525-529. 
Hnia, K.; Zouiten, D.; Cantel, S.; Chazalette, D.; Hugon, G.; Fehrentz, J.A.; Masmoudi, 
A.; Diment, A.; Bramham, J.; Mornet, D.; Winder, S.J.; ZZ domain of dystrophin and 
utriphin: topology and mapping of a beta-dystroglycan interaction site. Biochem J., 
2007a, 401, pp. 667-677. 
95 
 
 
 
 
Hnia, K.; Hugon, G.; Rivier, F.; Masmoudi, A.; Mercier, J.; Mornet, D. Modulation of 
p38 mitogen-activated protein kinase cascade and metalloproteinase activity in 
diaphragm muscle in response to free radical scavenger administration in dystrophin- 
deficient Mdx mice. Am J Pathol, 2007b, 170, pp. 633– 643. 
Hnia, K.; Gayraud, J.; Hugon, G.; Ramonatxo, M.; De La Porte, S..; Matecki, S.; 
Mornet, D. L-arginine decreases inflammation and modulates the nuclear fator- 
kappaB/matrix metalloproteinase cascade in mdx muscle fibers. Am J Pathol, 2008, 
172, pp. 1509-1519. 
Hodgetts, S.; Radley, H.; Davies, M.; Grounds, M.D. Reduced necrosis of dystrophic 
muscle by depletion of host neutrophils, or blocking TNFα function with Etanercept in 
mdx mice. Neuromuscul Disord, 2006, 16, pp. 591-602. 
Hoffman, E.P.; Brown, R.H.Jr.; Kunkel, L.M.; Dystrophin: The protein product of the 
Duchenne muscular dystrophy locus. Cell, 1987, 51, pp. 919-928. 
Hor, K.N.; Taylor, M.D.; Al-Khalidi, H.R.; Cripe, L.H.; Raman, S.V.; Jefferies, J.L.; 
O’Donnell, R.; Benson, D.W.; Mazur, W.; Prevalence and distribution of late gadolinium 
enhancement in a large population of patients with Duchenne muscular dystrophy: 
effect of age and left ventricular systolic function. J. Cardiovasc. Magn. Reson., 2013, 
15, pp. 107. 
Hou, L.; Zhao, H. A review of post-GWAS prioritization approaches. Front Genet, 2013, 
4, pp. 280. 
Houchi, H.; Azuma, M.; Oka, M.; Morita, K. Idebenone inhibits catecholamine secretion 
through its blocking action on Ca2+ channels in cultured adrenal chromaffin cells. Japan 
J Pharmacol, 1991, 57, pp. 553-558. 
Huang, X. Poy, F.; Zhang, R.; Joachimiak, A.; Sudol, M.; Eck, M.J.; Structure of a WW 
domain containing fragment of dystrophin in complex with beta-dystroglycan. Nat 
Struct Biol., 2000, 7, pp. 634-638. 
Ibraghimov-Beskrovnaya, O.; Ervasti, J.M.; Leveille, C.J.; Slaughter, C.A.; Sernett, 
S.W.; Campbell, K.P.; Primary structure of dystrophin-associated glycoproteins linking 
dystrophin to the extracellular matrix. Nature, 1992, 355, pp. 696-702. 
Ibraghimov-Beskrovnaya, O.; Milatovich, A.; Ozcelik, T.; Yang, B.; Koepnick, K.; 
Francke, U.; Campbell, K.P. Human dystroglycan: skeletal muscle cDNA, genomic 
96 
 
 
 
 
structure, origin of tissue specific isoforms and chromosomal localization. Hum Mol 
Genet, 1993, 2, pp. 1651-1657. 
Imada, I.; Fujita, T.; Sugiyama, Y.; Okamoto, K.; Kobayashi, Y. Effects of idebenone 
and related compounds on respiratory activities of brain mitochondria, and on lipid 
peroxidation of their membranes. Arch Gerontol Geriatr, 1989, 8, pp. 323-341. 
Imbert, N. Vandebrouck, C.; Duport, G.; Raymond, G.; Hassoni, A.A.; Constantin, B.; 
Cullen, M.J.; Cognard, C. Calcium currents and transients in co-cultured contracting 
normal and Duchenne muscular dystrophy human myotubes. J Physiol, 2001, 534, 
pp.343-355. 
Inatsu, S.; Ohsaki, A.; Nagata, K. Idebenone acts against growth of Helicobacter pylori 
by inhibiting its respiratory. Antimicrob Agents Chemother, 2006, 50, pp. 2237-2239. 
James, A.M.; Cochemé, H.M.; Smith, R.A.J.; Murphy, M.P. Interactions of 
Mitochondria-targeted and untargeted Ubiquinones with the Mitochondrial Respiratory 
Chain and Reactives Oxygen Species. The J Biol Chem, 2005, 280, pp. 21295-21312. 
Jayasinha, V.; Nguyen, N.H.; Xia, B.; Kammesheidt, A.; Hoyte, K.; Martin, P.T. 
Inhibition of dystroglycan cleavage causes muscular dystrophy in transgenic mice. 
Neuromusc Disord, 2003, 13, pp. 365-375. 
Jorquera, G.; Altamirano, F.; Contreras-Ferrat, A.; Almarza, G.; Buvinic, S.; 
Jacquemond, V.; Jaimovich, E.; Casas, M. Cav1.1 controls frequency-dependent 
events regulating adult skeletal muscle plasticity. J Cell Sci, 2013, 126, pp. 1189-1198. 
Jung, D.; Yang, B.; Meyer, J.; Chamberlain, J.S.; Campbell, K.P. Identification and 
characterization of the dystrophin anchoring site on β-dystroglycan. J Biol Chem, 1995, 
270, pp. 27305-27310. 
Kandarian, S.C.; Jackman, R.W. Intracellular signaling during skeletal muscle atrophy. 
Muscle Nerve, 2006, 33, pp. 155-165. 
Khanapure, S.P.; Garvey, D.S.; Janero, D.R.; Letts, L.G. Eicosanoids in inflammation: 
biosynthesis, pharmacology, and therapeutic frontiers. Current Topic in Med Chem, 
2007, 7, pp. 311-340. 
Kinali, M.; Mercuri, E.; Main, M.; Muntoni, F.; Dubowitz, V. An effective, low-dosage, 
intermitent schedule of prednisolone in the long-term treatment of early cases of 
Duchenne dystrophy. Neuromusc Disord, 2002, 12, pp. S169-S174. 
97 
 
 
 
 
Kinali, M.; Arechavala-Gomeza, V.; Feng, L.; Cirak, S.; Hunt, D.; Adkin, C.; Guglieri, 
M.; Ashton, E.; Abbs, S.; Nihoyannopoulos, P.; Garralda, M.E.; Rutherford, M.; 
McCulley, C.; Popplewell, L.; Graham, I.R.; Dickson, G.; Wood, M.J.; Wells, D.J.; 
Wilton, S.D.; Kole, R.; Straub, V.; Bushby, K.; Sewry, C.; Morgan. J.E.; Muntoni, F. 
Local restoration of dystrophin expression with the morpholino oligomer AVI-4658 in 
Duchenne muscular dystrophy: a single-blind, placebo-controlled, dose-escalation, 
proof-of-concept study. Lancet Neurol, 2009, 8, pp. 918–928. 
King, M.S.; Sharpley, M.S.; Hirst, J. Reduction of hydrophilic ubiquinones by the flavin 
in mitochondrial NADH:ubiquinone oxireductase (complex I) and production of reactive 
oxygen species. Biochem, 2009, 48, pp. 2053-2062. 
Kirchmann, C.; Kececioglu, D.; Korinthenberd, R.; Dittrich, S.; Echocardiographic and 
eletrocardiographic findings of cardiomyopathy in Duchenne and Becker-Kiener 
muscular dystrophies. Pediatr. Cardiol., 2005, 26, pp. 66-72. 
Knudson, C.M.; Hoffman, E.P.; Kahl, S.D.; Kunkel, L.M.; Campbell, K.P. Evidence for 
the association of dystrophin with the transverse tubular system in skeletal muscle. J 
Biol Chem, 1988, 263, pp. 8480-8484. 
Kobayashi, T.; Yoshida, K.; Mitani, M.; Torii, H.; Tanayama, S. Metabolism of 
idebenone (CV-2619), a new cerebral metabolism improving agent: isolation and 
identification of metabolites in the rat and dog. J Pharmacobiodyn, 1985, 8, pp. 448- 
456. 
Kobayashi, M.; Nakamura, A.; Hasegawa, D.; Fujita, M.; Orima, H.; Takeda, S. 
Evaluation of dystrophic dog pathology by fat-suppressed T2-weighted imaging. 
Muscle Nerve, 2009, 40, pp. 815-826. 
Koenig, M.; Kunkel, L.M.; Detailed analysis of the repeat domain of dystrophin reveals 
four potential hinge segments that may confer flexibility. J Bio Chem., 1990, 265, pp. 
4560-4566. 
Krag, T.O.; Bogdanovich, S.; Jensen, C.J.; Fischer, M.D.; Hansen-Schawartz, J.; 
Javazon, E.H.; Flake, A.W.; Edvinsson, L.; Khurana, T.S. Heregulin ameliorates the 
dystrophic phenotype in mdx mice. Proc Natl Acad Sci USA, 2004, 101, pp. 13856- 
13860. 
98 
 
 
 
 
Kumar, A.; Boriek, A.M. Mechanical stress activates the nuclear factor-kappaB 
pathway in skeletal muscle fibers: a possible role in Duchenne muscular dystrophy. 
FASEB J, 2003, 17, pp. 386-396. 
Kutz, K.; Drewe, J.; Vankan, P. Pharmacokinetic properties and metabolism of 
idebenone. J Neurol, 2009, 256, pp. 31-35. 
Kyadarkunte, A.Y.; Patole, M.S.; Pokharkar, V.B. Cellular interactions and 
photoprotective effects of idebenone-loaded nanostructured lipid carriers stabilized 
using PEG-free surfactant. Int J Pharm, 2015, 479, pp. 77-87. 
Lamboley, C.R.; Murphy, R.M.; McKenna, M.J.; Lamb, G.D. Sarcoplasmic reticulum 
Ca2+ uptake and leak properties, and SERCA isoform expression., in type I and type II 
fibres of human skeletal muscle. The J Physiology, 2014, 592, pp.1381-1395. 
Lapidos, K.A.; Kakkar, R.; MacNally, E.M.; The dystrophin glycoprotein complex: 
signaling strength and integrity for the sarcolemma. Circ Res., 2004, 94, pp. 1023- 
1031. 
Lee, Y.K.; Lau, Y.M.; Ng, K.M.; Lai, W.H.; Ho, S.L.; Tse, H.F.; Siu, C.W.; Ho, P.W. 
Efficient attenuation of Friedreich’s ataxia (FRDA) cardiomyopathy by modulation of 
iron homeostasis-human induced pluripotent stem cell (hiPSC) as a drug screening 
platform for FRDA. Int J Cardiol, 2015, 203, pp. 964-971. 
Lenaz, G.; Bovina, C.; D’Aurelio, M.; Fato, R.; Formiggini, G.; Genova, M.L.; Giuliano, 
G.; Merlo Pich, M.; Paolucci, U.; Parenti Castelli, G.; Ventura, B. Role of mitochondria 
in oxidative stress and aging. Ann NY Acad Sci, 2002, 959, pp. 199-213. 
Levine, B.A.; Moir, A.J.; Patchell, V.B.; Perry, S.V.; Binding sites involved in the 
interaction of actin with the N-terminal region of dystrophin. FEBS Lett., 1992, 298, pp. 
44-48. 
Levine, S.M.; Wetzel, D.L. In situ chemical analysis from frozen tissue sections by 
Fourier transform infrared microspectroscopy: Examination of white matter exposed to 
extravasated blood in the rat brain. Am J Pathol, 1994, 145, pp. 1041-1047. 
Li, B.; Ge, Z-Q. Nanostructured lipid carriers improve skin permeation and chemical 
stability of idebenone. AAPS Pharm Sci Tech, 2012, 13, pp. 276-283. 
Lim, L.E.; Duclos, F.; Broux, O.; Bourg, N.; Sunada, Y.; Allamand, V.; Meyer, J.; 
Richard, I. Moomaw, C.; Slaughter, C.; Tomé, F.M.S.; Fardeau, M.; Jackson, C.E.; 
99 
 
 
 
 
Beckamnn, J.S.; Campbell, K.P. Beta-sarcoglycan: characterization and role in limb- 
girdle muscular dystrophy linked to 4q12. Nat Genet, 1995, 11, pp. 257-265. 
Lit, L.; Sharp, F.R.; Apperson, M.; Liu, D.Z.; Walker, W.L.; Liao, I.; Xu, H.; Ander, B.P.; 
Wong, B. Corticosteroid effects on blood gene expression in Duchenne muscular 
dystrophy. The Pharmacogenom J, 2009, 9, pp. 41-418. 
Ljubicic, V.; Burt, M.; Jasmin, B.J. The therapeutic potential of skeletal muscle plasticity 
in Duchenne  muscular  dystrophy:  Phenotypic  modifiers  as  pharmacologic  
targets. FASEB J., 2014, 28, pp. 548–568. 
Lustyik, G.; O’Leary, J.J. Effects of idebenone on mitogen-induced proliferation of 
human lymphocytes. Arch Gerontol Geriatric, 1990, 11, pp. 307-317. 
Lynge, J.; Juel, C.; Hellsten, Y. Extracellular formation and uptake of adenosine during 
skeletal muscle contraction in the rat: role of adenosine transporters. The Journal of 
Physiol, 2001, 537, pp. 597-605. 
Macedo, A.B.; Moraes, L.H.; Mizobuti, D.S.; Fogaça, A.R.; Moraes, F.S.; Hermes, T.A.; 
Pertille, A.; Minatel, E. Low-level laser therapy (LLLT) in dystrophin-deficient muscle 
cells: effects on regeneration capacity, inflammation response and oxidative stress. 
PLoS One, 2015, 10, e0128567. 
Madhavan, R.; Jarrett, H.W. Calmodulin-activated phosphorylation of dystrophin. 
Biochem, 1994, 33, pp. 5797-5804. 
Madhavan, R.; Jarrett, H.W. Phosphorylation of dystrophin and alpha-syntrophin by 
Ca2+-calmodulin dependent protein kinase II. Biochim Biophys Acta, 1999, 1434, pp. 
260-274. 
Malik, V.; Rodino-Klapac, L.R.; Viollet, L.; Wall, C.; King, W.; Al-Dahhak, R.; Lewis, S.; 
Shilling, C.J.; Kota, J.; Serrano-Munuera, C.; Hayes, J.; Mahan, J.D.; Campbell, K.J.; 
Banwell, B.; Dasouki, M.; Watts, V.; Sivakumar, K.; Bien-Willner, R.; Flanigan, K.M. 
Sahenk, Z.; Barohn, R.J.; Walker, C.M.; Mendell, J.R. Gentaminic-induced 
readthrough of stop codons in Duchenne muscular dystrophy. Ann Neurol, 2010, 67, 
pp. 771-780. 
Mallouk, N.; Jacquemond, V.; Allard, B. Elevated subsarcolemmal Ca2+ in mdx mouse 
skeletal muscle fibers detected with Ca2+-activated K+ channels. Proc Natl Acad Sci 
USA, 2000, 97, pp. 4950-4955. 
100 
 
 
 
 
Mann, C.J.; Honeyman, K.; Cheng, A.J.; Ly, T.; Lloyd, F.; Fletcher, S.; Morgan, J.E.; 
Partrigde, T.A.; Wilton, S.D. Antisense-induced exon skipping and synthesis of 
dystrophin in the mdx mouse. Proc Natl Acad Sci USA, 2001, 98, pp. 42-47. 
Markham, L.W.; Kinnett, K.; Wong, B.L.; Woodrow Benson, D.; Cripe, L.H. 
Corticosteroid treatment retards development of ventricular dysfuction in Duchenne 
muscular dystrophy. Neuromuscul Disord, 2008, 18, pp. 365-370. 
Marnett, L.J. Chemistry and biology of DNA damage by malondialdehyde. IARC Sci 
Publ, 1999, pp. 17-27. 
Marshall, J.L.; Chou, E.; Oh, J.; Kwok, A.; Burkin, D.J.; Crosbie-Watson, R.H. 
Dystrophin and utrophin expression require sarcospan: loss of alpha7 integrin 
exacerbates a newly discovered muscle phenotype in sarcospan-null mice. Hum Mol 
Genet, 2012, 21, pp. 4378-4393. 
Martin, M.H.; Bouchard, J.P.; Sylvain, M.; St-Onge, O.; Truchon, N.S. Autosomal 
recessive spastic ataxia of Charlevoix-Saguenay: a report of MR imaging in 5 patients. 
AJNR, 2007, 28, pp. 1606-1608. 
Martin, P.T.; Golden, B.; Okerblom, J.; Camboni, M.; Chandrasekharan, K.; Xu, R.; 
Varki, A.; Flanigan, K.M.; Kornegay, J.N. A comparative study of N-glycolylneuraminic 
acid (Neu5Gc) and cytotoxic T cell (CT) carbohydrate expression in normal and 
dystrophin-deficient dog and human skeletal muscle. PloS One, 2014, 9, 2:e88226. 
Mashima, Y.; Kigasawa, K.; Wakakura, M.; Oguchi, Y. Do idebenone and vitamin 
therapy shorten the time to achieve visual recovery in Leber hereditary optic 
neuropathy? J Neuroophthalmol, 2000, 20, pp. 166-170. 
Matthews, D.J.; James, K.A.; Miller, L.A.; Pandya, S.; Campbell, K.A.; Ciafaloni, E.; 
Mathews K.D.; Miller, T.M.; Cunniff, C.; Meaney, F.J.; Druschel, C.M.; Romitti, P.A.; 
Fox, D.J. Use of corticosteroids in a population-based cohort of boys with Duchenne 
and Becker muscular dystrophy. J Chil Neurol, 2010, 25, pp. 1319-1324. 
Mazur, W.; Hor, K.N.; Germann, J.T.; Fleck, R.J.; Al-Khalidi, H.R.; Wansapura, J.P.; 
Chung, E.S.; Taylor, M.D.; Jefferies, J.L.; Benson, D.W.; Gottliebson, W.M.; Patterns 
of left ventricular remodeling in patients with Duchenne muscular dystrophy: a cardiac 
MRI study of ventricular geometry, global function, and strain. Int. J Cardiovasc. Imag., 
2012, 28, pp. 99-107. 
101 
 
 
 
 
McDaniel, D.; Neudecker, B.; DiNardo, J.C.; Lewis, J.A.; Maibach, H.I. Idebenone: a 
new antioxidant – Part I. Relative assessment of oxidative stress protection capacity 
compared to commonly known antioxidants. J Cosmetic Dermat, 2005a, 4, pp. 10-17. 
McDaniel, D.H.; Neudecker, B.A.; DiNardo, J.C.; Lewiss, J.A.; Maibach, H.I.; Clinical 
efficacy assessment in photodamaged skin of 0,5% and 1,0% idebenone. J Cosmetic 
Dermat, 2005b, 4, pp. 167-173. 
McNally, E.M.; Yoshida, M.; Mizuno, Y.; Ozawa, E.; Kunkel, L.M. Human adhalin is 
alternatively spliced and the gene is located on chromosome 17q21. Proc Natl Acad 
Sci EUA, 1994, 91, pp. 9690-9694. 
McNally, E.M.; Duggan, D.; Gorospe, J.R.; Bonnemann, C.G.; Fanin, M.; Pegoraro, E.; 
Lidov, H.G.; Noguchi, S.; Ozawa, E.; Finkel, R.S.; Cruse, R.P.; Angelini, C.; Kunkel, 
L.M.; Hoffamn, E.P. Mutations that disrupt the carboxil-terminus of gamma- 
sarcoglycan cause muscular dystrophy. Hum Mol Genet, 1996, 5, pp. 1841-1847. 
Mechler, F.; Imre, S.; Dioszeghy, P. Lipid peroxidation and superoxide dismutase 
activity in muscle and erythrocytes in Duchenne muscular dystrophy. J Neurol Sci, 
1984, 63, pp. 279-283. 
Meier, T.; Perlman, S.L.; Rummey, C.; Coppard, N.J.; Lynch, D.R. Assessment of 
neurological efficacy of idebenone in pediatric patients with Friedreich’s ataxia: data 
from a 6-month controlled study followed by a 12-month open-label extension study. J 
Neurol, 2012, 259, pp. 284-291. 
Mercuri, E.; Muntoni, F.; Muscular Dystrophies. The Lancet, 2013, 381, pp. 845-860. 
 
Messina, S.; Bitto, A.; Aguennouz, M.; Minutoli, L.; Monici, M.C.; Altavilla, D.; 
Squadrito, F.; Vita, G. Nuclear factor kappa-B blockade reduces skeletal muscle 
degeneration and enhances muscle function in Mdx mice. Exp Neurol, 2006, 198, pp. 
234–241. 
Messina, S.; Bitto, A.; Aguennouz, M.; Mazzeo, A.; Migliorato, A.; Polito, F.; Irrera, N.; 
Altavilla, D.; Vita, G.L.; Russo, M.; Naro, A.; De Pasquale, M.G.; Rizzuto, E.; Musarò, 
A.; Squadrito, F.; Vita, G. Flavocoxid counteracts muscle necrosis and improves 
functional properties in mdx mice: a comparison study with methylprednisolone. Exp 
Neurol, 2009, 220, pp. 349-358. 
102 
 
 
 
 
Messina, S.; Bitto, A.; Aguennouz, M.; Vita, G.L.; Polito, F.; Irrera, N.; Altavilla, D.; 
Marini, H.; Migliorato, A.; Squadrito, F.; Vita, G. The soy isoflavone genistein blunts 
nuclear fator kappa-B, MAPKs and TNF-α activation and ameliorates muscle function 
and morphology in mdx mice. Neuromusc Disord, 2011, 21, pp. 579-589. 
Michele, D.E.; Barresi, R.; Kanagawa, M.; Saito, F.; Cohn, R.D.; Satz, J.S.; Dollar, J.; 
Nishino, I.; Kelley, R.I. Post-translational disruption of dystroglycan-ligand interactions 
in congenital muscular dystrophies. Nature, 2002, 418, pp. 417-422. 
Millay, D.P.; Goonasekera, S.A.; Sargent, M.A.; Maillet, M. Aronow, B.J.;   Molkentin, 
J.D. Calcium influx is sufficient to induce muscular dystrophy through a TRPC- 
dependent mechanism. PNAS, 2009, 106, pp. 19023-19028. 
Mok, E.; Constantin, B.; Favreau, F.; Neveux, N.; Magaud, C.; Delwail, A.;   Hankard, 
R. L-glutamine administration reduces oxidized glutathione and MAP kinase signaling 
in dystrophic muscle of mdx mice. Pediatr Res, 2008, pp. 268-273. 
Monks, T.J.; Hanzlik, R.P.; Cohen, G.M.; Ross, D.; Graham, D.G. Quinone chemistry 
and toxicity. Toxicol Appl Pharmacol, 1992, 112, pp. 2-16. 
Montenegro, L.; Campisi, A.; Sarpietro, M.G.; Carbone, C.; Acquaviva, R.; Raciti, G.; 
Puglisi, G. In vitro evaluation of idebenone-loaded solid lipid nanoparticles for drug 
delivery to the brain. Drug Dev Ind Pharm, 2011, 37, pp. 737-746. 
Montenegro, L.; Trapani, A.; Latrofa, A.; Puglisi, G. In vitro evaluation on a model of 
blood barrier idebenone-loaded solid lipid nanoparticles. J Nanosci Nanotechnol, 
2012a, 12, pp. 330-337. 
Montenegro, L.; Sinico, C.; Castangia, I.; Carbone, C.; Puglisi, G. Idebenone-loaded 
solid lipid nanoparticles for drug delivery to the skin: in vitro evaluation. Int J 
Pharmaceutics, 2012b, 434, pp. 169-174. 
Moorwood, C.; Lozynska, O. Suri, N.; Napper, A.D.; Diamond, S.L.; Khurana, T.S.; 
Drug Discovery for Duchenne muscular dystrophy via utrophin promoter activition 
screening. PLos One, 2011, 6: e26169. 
Moraes, L.H.R.; de Burgos, R.R.; Macedo, A.B.; de Almeida Hermes, T.; de Faria, 
F.M.; Minatel, E. Reduction of oxidative damage and inflammatory response in the 
diaphragm muscle of mdx mice using iron chelator deferoxamine. Biol Trace Elem 
Research, 2015, 167, pp. 115-120. 
103 
 
 
 
 
Moraes, L.H. Bollineli, R.C.; Mizobuti, D.S.; Silveira L.R.; Marques, M.J.; Minatel, E. 
Effect of N-acetylcysteine plus deferoxamine on oxidative stress and inflammation in 
dystrophic muscle cells. Redox Rep, 2015, 20, pp. 109-115. 
Morrow, J.D.; Frei, B.; Longmire, A.W.; Gaziano, J.M.; Lynch, S.M.; Shyr, Y.; Strauss, 
W.E.; Oates, J.A.; Roberts, L.J. 2nd. Increase in circulating products of lipid 
peroxidation (F2-isoprostanes) in smokers - smoking as a cause of oxidative damage. 
N Engl J Med, 1995, 332, pp. 1198-1203. 
Mossmann, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to 
proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods, 1983, 65, pp. 55-63. 
Muntoni, F.; Torelli, S.; Ferlini, A. Dystrophin and mutations: One gene, several 
proteins, multiple phenotypes. Lancet Neurol., 2003, 2, pp. 731–740. 
Murphy, M.E.; Kehrer, J.P. Oxidative stress and muscular dystrophy. Chm Biol 
Interact, 1989, 69, pp. 101-178. 
Murphy, M.P. How mitochondria produce reactive oxygen species. Biochem J, 2009, 
417, pp. 1-13. 
Nagai, Y.; Yoshida, K.; Narumi, S.; Tanayama, S.; Nagaoka, A. Brain distribution of 
idebenone and its effects on local cerebral glucose utilization in rats. Arch Gerontol 
Geriatr, 1989, 8, pp. 257-272. 
Nagy, K.; Zs.-Nagy, I. The effects of idebenone on the superoxide dismutase, catalase 
and glutathione peroxidase activities in liver and brain homogenates, as well as in brain 
synaptosomal and mitochondrial fractions. Arch Gerontol Geriatr, 1990, 11, pp 285- 
291. 
Nallamilli, B.R.; Ankala, A.; Hegde, M.; Molecular diagnosis of Duchenne muscular 
dystrophy. Curr Protoc Hum Genet., 2014, 9.25, pp. 1-9. 
Nakae, Y.; Stoward, P.J.; Kashiyama, T.; Shono, M.; Akagi, A.; Matsuzaki, T.; Nonaka, 
I. Early onset of lipofuscin accumulation in dystrophin-deficient skeletal muscles of 
DMD patients and mdx mice. J Mol Histol, 2004, 35, pp. 489-499. 
Nakae, Y.; Hirasaka, K.; Goto, J.; Nikawa, T.; Shono, M.; Yoshida, M.; Stoward, P.J. 
Subcutaneos injection, from birth, of epigallocatechin-3-gallate, a component of gree 
tea, limits the onset of muscular dystrophy in mdx mice: a quantitative histological, 
104 
 
 
 
 
immunohistochemical and electrophysiological study. Histochem Cell Biol, 2008, 129, 
pp. 489-501. 
Nakae, Y.; Dorchies, O.M.; Stoward, P.J.; Zimmermann, B.F.; Ritter, C.; Ruegg, U.T. 
Quantitative evaluation of the beneficial effects in the mdx mouse of epigallocatechin 
gallate, an antioxidant polyphenol from green tea. Histochem Cell Biol, 2012, 137, pp. 
811-827. 
Nelson, D.L.; Cox, M.M. Lehninger: Principles of Biochemistry. 5th edition, W.H. 
Freeman; 2008. 
Newey, S.E.; Benson, M.A.; Ponting, C.P.; Davies, K.E.; Blake, D.J.; Alternative 
splicing of dystrobrevin regulates the stoichiometry of syntrophin binding to the 
dystrophin protein complex. Curr Biol., 2000, 10, pp. 1295-1298. 
Nicolas-Metral, V.; Raddatz, E.; Kucera, P.; Ruegg, U.T. Mdx myotubes have normal 
excitability but show reduced contraction-relaxation dynamics. J Musc Res Cell Motil, 
2001, 22, pp. 69-75. 
Niebroj-Dobosz, I.; Fidzianska, A.; Glinka, Z.; Hausmanowa-Petrusewicz, I. Is the 
normal content of sulfhydryl groups attributable to sparing from dystrophic pathology 
in dystrophin-deficient muscles? Folia Neuropathol, 2002, 40, pp. 143-50. 
Nigro, G.; Comi, L.I.; Politano, L.; Bain, R.J.I.; The incidence and evolution of 
cardiomyopathy in Duchenne muscular dystrophy. Int. J. Cardiol., 1990, 26, pp. 271- 
277. 
Nigro, V.; Piluso, G.; Belsito, A.; Politano, L.; Puca, A.A.; Papparella, S.; Rossi, E.; 
Viglietto, G.; Esposito, M.G.; Abbondanza, C.; Medici, N.; Molinari, A.M.; Nigro, G.; 
Puca, G.A. Identification of a novel sarcoglycan gene at 5q33 encoding a sarcolemmal 
35 kDa glycoprotein. Hum Mol Genet, 1996, 5, 1179-1186. 
Noguchi, S.; McNally, E.M.; Bem Othmane, K.; Hagiwara, W.; Mizuno, Y.; Yoshida, M.; 
Yamamoto, H.; Bonnemann, C.G.; Gussoni, E.; Denton, P.H.; Kyruakides, T.; 
Middleton, L.; Hentati, F.; Bem Hamida, M.; Nonaka, I.; Vance, J.M.; Kunkel, L.M.; 
Ozawa, E. Mutations in the dystrophin-associated protein gamma-sarcoglycan in 
chromosome 13 muscular dystrophy. Sci, 1995, 270, pp. 819-822. 
105 
 
 
 
 
Noguchi, S.; Wakabayashi, E.; Imamura, M. Yoshida, M. Ozawa, E. Formation of 
sarcoglycan complex with differentiation in cultured myocytes. Eur J Biochem, 2000, 
267, pp. 640-648. 
Norwood, F.L.; Sutherland-Smith, A.J.; Keep, N.H.; Kendrick-Jones, J.; The structure 
of the N-terminal actin-binding domain of human dystrophin and how mutations in this 
domain may cause Duchenne or Becker muscular dystrohpy. Structure, 2000, 8, pp. 
481-491. 
O’Brien, P.J. Molecular mechanisms of quinone cytotoxicity. Chem Biol Interact, 1991, 
80, pp. 1-41. 
Ogura, Y.; Tajrishi, M.M.; Sato, S.; Hindi, S.M.; Kumar, A. Therapeutic potential of 
matrix  metalloproteinases  in  Duchenne  muscular  dystrophy. Front.  Cell  Dev. 
Biol., 2014, 1, pp. 2–11. 
Ohlendieck, K.; Ervasti, J.M.; Matsumura, K.; Kahl, S.D.; Leveilee, C.J.; Campbell, 
K.P.; Dystrophin-related protein is localized to neuromuscular junctions of adult 
skeletal muscle. Neuron., 1991, 7, pp. 499-508. 
Okamoto, K. Watanabe, M.; Kawada, M.; Goto, G.; Ashida, Y.; Oda, K.; Yajima, A.; 
Imada, I.; Morimoto, H. Synthesis of quinones having carboxy- and hydroxy-alkyl side 
chains, and their effects on rat-liver lysosomal membrane. Chem Pharm Bull, 1982, 
30, pp. 2797-2819. 
Onopiuk, M.; Brutkowski, W.; Young, C.; Krasowska, E.; Róg, J.; Ritso, M.; 
Wojciechowska, S.; Arkle, S.; Zablocki, K.; Górecki, D.C. Store-operated calcium entry 
contributes to abnormal Ca2+ signalling in dystrophic mdx mouse myoblasts. Arc 
Biochem Biophys., 2015, 569, pp. 1-9. 
Ozawa, E.; Noguchi, S.; Mizuno, Y.; Hagiwara, Y.; Yoshida, M. From dystrophinopathy 
to sarcoglycanopathy: evolution of a concept of muscular dystrophy. Muscle Nerve, 
1998, 21, pp. 421-438. 
Palumbo, M.; Russo, A.; Cardile, V.; Renis, M.; Paolino, D.; Puglisi, G.; Fresta, M. 
Improved antioxidant effect of idebenone-loaded polyethyl-2-cyanoacrylate 
nanocapsules tested on human fibroblastos. Pharm Researc, 2002, 19. 
Pane, M.; Scalise, R.; Berardinelli, A.; D’Angelo, G.; Ricotti, V.; Alfieri, P.; Moroni, I.; 
Hartley,  L.; Pera, M.C.;  Baranello,  G.;  Catteruccia,  M.; Casalino, T.; Romeo, D.M.; 
106 
 
 
 
 
Graziano, A.; Gandioli, C.; Bianco, F.; Mazzone, E.S.; Lombardo, M.E.; Scoto, M.; 
Sivo, S.; Palermo, C.; Gualandi, F.; Sormani, M.P.; Ferlini, A.; Bertini, E.; Muntoni, F.; 
Mercuri, E. Early neurodevelopmental assessment in Duchenne muscular dystrophy. 
Neuromuscul Disord., 2013, 23, pp. 451-455. 
Park, J.; Lee, J.; Choi, C. Mitochondrial network determines intracellular ROS 
dynamics and sensitivity to oxidative stress through switching inter-mitochondrial 
messengers. PLoS One, 2011, 6, e23211. 
Pearce, M.; Blake, D.J.; Tinsley, J.M.; Byth, B.C.; Campbell, L.; Monaco, A.P.; Davies, 
K.E. The utrophin and dystrophin genes share similarities in genomic structure. Hum. 
Mol. Genet., 1993, 2, pp. 1765-1772. 
Pearce, J.M.S.; Gowers’ sign. J. Neurosurg Psychiatry, 2000, 68, pp. 149. 
 
Pelosi, L.; Berardinelli, M.G.; De Pasquale, L.; Nicoletti, C.; D’Amico, A.; Carvelli, F.; 
Moneta, G.M.; Catizone, A.; Bertini, E.; De Benedetti, F.; Musarò, A. Functional and 
morphological improvement of dystrophic muscle by interleukin 6 receptor blockade. 
EBioMedicine, 2015, 2, pp. 285-293. 
Periasamy, M.; Kalyanasundaram, A. SERCA pump isoforms: their role in calcium 
transport and disease. Muscle & Nerve, 2007, 35, pp. 430-442. 
Perluigi, M.; Coccia, R.; Butterfield, D. A. 4-Hydroxy-2-nonenal, a reactive product of 
lipid peroxidation, and neurodegenerative diseases: a toxic combination illuminated by 
redox proteomics studies. Antioxidants & Redox Signaling, 2012, 17, pp. 1590–1609. 
Peters, M.F.; O’Brien, K.F.; Sadoulet-Puccio, H.M. Kunkel, L.M.; Adams, M.E.; 
Froehner, S.C. β-dystrobrevin, a new member of the dystrophin family. Identification, 
cloning and protein associations. J. Biol Chem, 1997, 272, pp. 31561-31569. 
Pette, D.; Staron, R.S. Mammalian skeletal muscle fiber types transitions. Int Ver 
Cytol., 1997, 170, pp. 143-223. 
Pignatello, R.; Intravaia, V.D.; Puglissi, G. A calorimetric evaluation of the interaction 
of amphiphilic prodrugs of idebenone with a biomembrane model. J Colloid and Interf 
Sci, 2006, 299, pp. 626-635. 
Pineda, M.; Arpa, K.; Montero, R.; Aracil, A.; Dominguez, F.; Galvan, M.; Mas, A.; 
Martorell, L.; Sierra, C.; Brandi, N.; Garcia-Arumi, E.; Rissech, M.; Velasco, D.; Costa, 
107 
 
 
 
 
J.A.; Artuch, R. Idebenone treatment in paediatric and adult patients with Friedreich 
ataxia: long-term follow-up. Eur J Paediatr Neurol, 2008, 12, pp. 470-475. 
Pisano, P.; Durand, A.; Autret, E.; Desnuelle, C.; Pinsard, N.; Serratrice, G.; Legout, 
V.; Joubert, M.; Blin, O. Plasma concentrations and pharmacokinetics of idebenone 
and its metabolites following single and repeated doses in young patients with 
mitochondrial encephalomyopathy. Eur J Clin Pharmacol, 1996, 51, pp. 167-169. 
Porreca, E.; Guglielmi, M.D.; Uncini, A.; Di Gregorio, P.; Angelini, A.; Di Febbo, C.; 
Pierdomenico, S.D.; Baccante, G.; Cuccurullo, F. Haemostatic abnormalities, cardiac 
involvement and serum tumor necrosis  factor  levels  in  X-linked  dystrophic 
patients. Thrombosis and Haemostasis, 1999, 81, pp. 543–546. 
Porter, J.D.; Guo, W.; Merriam, A.P.; Khanna, S.; Cheng, G.; Zhou, X.; Andrade, F.H.; 
Richmonds, C.; Kaminski, H.J. Persistent over-expression of specific CC class 
chemokines correlates with macrophage and T-cell recruitment in mdx skeletal muscle. 
Neuromusc Disord, 2003a, 13, pp. 223-235. 
Porter, J.D.; Merriam, A.P.; Leahy, P.; Gong, B.; Khanna, S. Dissection of temporal 
gene expression signatures of affected and spared muscle groups in dystrophin- 
deficient (mdx) mice. Hum Mol Genet, 2003b, 12, pp. 1813-1821. 
Powers, S.K.; Lennon, S.L. Analysis of cellular responses to free radicals: focus on 
exercise and skeletal muscle. Proc Nutr Soc, 1999, 58, pp. 1025-1033. 
Pune, M.; Lombardo, M.E.; Alfieri, P.; D’Amico, A.; Bianco, F.; Vasco, G.; Piccini, G.; 
Mallardi, M.; Romeo, D.M.; Ricotti, V.; Ferlini, A.; Gualandi, F.; Vicari, S.; Bertini, E.; 
Berardinelli, A.; Mercuri, E.; Attention deficit hyperactivity disorder and cognitive 
function in Duchenne muscular dystrophy: phenotype-genotype correlation. J Pediatr., 
2012, 161, pp. 705-709.e.1. 
Radley, H.G.; Grounds, M.D. Cromolyn administration (to block mast cell 
degranulation) reduces necrosis of dystrophic muscle in mdx mice. Neurobiol Dis, 
2006, 2006, pp. 387-397. 
Ragusa, R.J.; Chow, C.K.; Porter, J.D. Oxidative stress as a potential pathogenic 
mechanism in an animal model of Duchenne muscular dystrophy. Neuromuscul 
Disord, 1997, 7, pp. 379-386. 
108 
 
 
 
 
Rahimov, F.; Kunkel, L.M. Cellular and molecular mechanisms underlying muscular 
dystrophy. JCB, 2013, 201, pp. 499-510. 
Rambukkana, A.; Yamada, H.; Zanazzi, G.; Mathus, T.; Salzer, J.L.; Yurchenco, P.D.; 
Campbell, K.P.; Fischetti, V.A. Role of α-dystroglycan as a Schwann cell receptor for 
Mycobacterium leprae. Science, 1998, 282, pp. 2076-2079. 
Ramirez-Sanchez, I.; Rosas-Vargas, H.; Ceballos-Reyes, G.; Salamanca, F.; Coral- 
Vazquez, R.M. Expression analysis of the SG-SSPN complex in smooth muscle and 
endothelial cells of human umbilical cord vessels. J Vasc Res, 2005, 42, pp. 1-7. 
Rando, T.A. The dystrophin-glycoprotein complex, cellular signalling, and the 
regulation of cell survival in the muscular dystrophies. Muscle Nerve, 2001, 24, pp. 
1575-1594. 
Rando, T.A. Oxidative stress and the pathogenesis of muscular dystrophies. Am J 
Phys Med Rehabil, 2002, 81, pp. S185-S186. 
Rando, T.A. Turning back time: reversing tissue pathology to enhance stem cell 
engraftment. Cell Stem Cell, 2008, 3, pp. 232-234. 
Rauchovà, H.; Drahota, Z.; Bergamini, C.; Fato, R.; Lenaz, G. Modification of 
respiratory-chain enzyme activities in brown adipose tissue mitochondria by idebenone 
(hydroxydecyl-ubiquinone). J Bioenerg Biomembr, 2008, 40, pp. 85-93. 
Reed, T.T. Lipid peroxidation and neurodegenerative disease. Free Radical Biology 
and Medicine, 2011, 51, pp. 1302–1319. 
Reid, M.B.; Li, Y.P. Tumor necrosis factor-alpha and muscle wasting: a cellular 
perspective. Respir Res, 2001, 1, pp. 269-272. 
Rentschler, S.; Linn, H.; Deininger, K.; Bedford, M.T.; Espanel, X.; Sudol, M. The WW 
domain of dystrophin requires EF-hands region to interact with β-dystroglycan. Biol 
Chem, 1999, 380, pp. 431-442. 
Rifai, Z.; Welle, S.; Moxley, R.T.; Lorenson, M.; Griggs, R.C. Effect of prednisone on 
protein metabolism in Duchenne dystrophy. Am J Physiol, 1995, 268, pp. E67-E74. 
Roberds, S.L.; Anderson, R.D.; Ibraghimov-Beskrovnaya, O.; Campbell, K.P.; Primary 
structure and muscle-specific expression of the 50 kDa dystrophin-associated 
glycoprotein (adhalin). J Biol Chem, 1993, 269, pp. 23739-23742. 
109 
 
 
 
 
Robert, V.; Massimino, M.L.; Tosselo, V.; Marsault, R.; Cantini, M.; Sorrentino, V. 
Alteration in calcium handling at the subsarcolemmal level in mdx myotubes. J Biol 
Chem, 2001, 276, pp. 4647-4651. 
Rodriguez, M.C.; Tarnopolsky, M.A. Patients with dystrophinopathy show evidence of 
increased oxidative stress. Free Radical Biol. Med, 2003, 34, pp. 1217-1220. 
Rolland, J.F.; De Luca, A.; Burdi, R.; Andreetta, F.; Confalonieri, P.; Conte Camerino, 
D. Overactivity of exercise-sensitive cation channels and their impaired modulation by 
IGF-1 in mdx native muscle fibers: beneficial effect of pentoxifyline. Neurobiol Dis, 
2006, 24, pp. 466-474. 
Rondot, P.G.B.A.; Duchenne de Boulogne    (1806 – 1875). J Neurol., 2005, 252, pp. 
866-867. 
 
Rudolph, G.; Dimitriadis, K.; Hecj, S.; Al-Tamami, J.; Seidensticker, F.; Rummey, C.; 
Leinonen, M.; Meier, T.; Klopstock, T. Effects of idebenone on color vision in patients 
with Leber hereditary optic neuropathy. J Neuroophthalmol, 2013, 33, pp. 30-36. 
Ruegg, U.T.; Nicolas-Métral, V.; Challet, C.; Bernard-Hélary, K.; Dorchies, O.M.; 
Wagner, S.; Buetler, T.M. Pharmacological control of cellular calcium handling in 
dystrophic skeletal muscle. Neuromusc Disord, 2002, 12, pp. 8155-8161. 
Rustin, P.; von Kleist-Retzow, J.C.; Chantrel-Croussard, K.; Sidi, D.; Munnich, A.; 
Rotig, A. Effect of idebenone on cardiomyopathy in Friedreich’s ataxia: a preliminar 
study. Lancet, 1999, 354, pp. 477-479. 
Rybakova, I.N.; Patel, J.R.; Davies, K.E.; Yurchenco, P.D.; Ervasti, J.M.; Utrophin 
binds laterally along actin filaments and can couple costameric actin with sarcolemma 
when overexpressed in dystrophin-deficient muscle. Cell Mol Biol., 2002, 13, pp. 1512- 
1521. 
Sadoulet-Puccio, H.M.; Khurana, T.S.; Cohen, J.B.; Kunkel, L.M.; Cloning and 
characterization of the human homologue of a dystrophin related phosphoprotein 
found at the torpedo electric organ post-synaptic membrane. Hum Mol Genet., 1996, 
5, pp. 489-496. 
Sadoulet-Puccio, H.M.; Rajala, M.; Kunkel, L.; Dystrobrevin and dystrophin: an 
interaction through coiled-coil motifs. Proc Natl Acad Sci USA, 1997, 94, pp. 12413- 
12418. 
110 
 
 
 
 
Saito, K.; Kobayashi, D.; Komatsu, M.; Yajima, T.; Yagihashi, A.; Ishikawa, Y.; Minami, 
R.; Watanabe, N. A sensitive assay of tumor necrosis factor α in sera from Duchenne 
muscular dystrophy patients. Clinical Chemistry, 2000, 46, pp. 1703–1704. 
Sanyal, S.K.; Johnson, W.W.; Thapar, M.K.; Pitner, S.E. An ultrastructural basis for 
eletrocardiographic alterations associated with Duchenne’s progressive muscular 
dystrophy. Circulation, 1978, 57, pp. 1122-1129. 
Sanyal, S.K.; Johnson, W.W.; Cardiac conduction abnormalities in children with 
Duchenne’s progressive muscular dystrophy: electrocardiographic features and 
morphologic correlates. Circulation, 1982, 66, pp. 853-863. 
Sasseville, D.; Moreau, L.; Al-Sowaidi, M. Allergic contact dermatitis to idebenone used 
as an antioxidant in an anti-wrinkle cream. Contact Dermatitis, 2007, 56, pp. 117-118. 
Schaur, J. Basic aspects of the biochemical reactivity of 4-hydroxynonenal. Molecular 
Aspects of Medicine, 2003, 24, pp. 149–159. 
Schiaffino, S.; Reggiani, C. Fiber types in mammalian skeletal muscles. Physioll Ver., 
2011, 91, pp. 1447-1531. 
Schlaepfer, D.D.; Hauck, C.R.; Sieg, D.J. Signaling through focal adhesion kinase. 
Progr Biophys Mol Biol, 1999, 71, pp. 435-478. 
Schoenebeck, J.L.; Ostrander, E.A. The genetics of canine skull shape variation. 
Genetics, 2013, 193, pp. 317-325. 
Scully, M.A.; Farrel, P.M.; Ciafaloni, E.; Griggs, R.C.; Kwon, J.M.; Cystic fibrosis 
newborn screening: a model for neuromuscular disease screening? Annals of Neurol., 
2015, 77, pp. 189-197. 
Semsei, I.; Nagy, K.; Zs.-Nagy, I. In vitro studies on the OH- and O2-. free radical 
scavenger properties of idebenone in chemical systems. Arch Gerontol Geriatr, 1990, 
11, pp. 187-197. 
Senftleben, U.; Karin, M. The OKK/NF-kappa B pathway. Crit Care Med, 2002, 30, pp. 
S18-S26. 
de Senzi Moraes Pinto, R.; Ferretti, R.; Moraes, L.H.; Neto, H.S.; Marques, M.J.; 
Minatel, E. N-acetylcysteine treatment reduces TNF-α levels and myonecrosis in 
diaphragm muscle of mdx mice. Clin Nutr, 2013, 32, pp. 472-475. 
111 
 
 
 
 
Seo, Y.; Park, J.; Kim, M.; Lee, H.K.; Kim, J.H.; Jeong, J.H.; Namkung, W. Inhibition of 
ANO1/TMEM16A chloride channel by idebenone and its cytotoxicity to cancer cell 
lines. PLoS One, 2015, 10, e0133656. 
Serra, F.; Quarta, M.; Canato, M.; Toniolo, L.; Arcangelis, V.; Trotta, A.; Spath, L.; 
Monaco, L.; Reggiani, C.; Naro, F. Inflammation in muscular dystrophy and the 
beneficial effects on non-steroidal anti-inflamatory drugs. Muscle & Nerve, 2012, 46, 
pp. 773-784. 
Seznec, H.; Simon, D.; Monassier, L.; Criqui-Filipe, P.; Gansmuller, A.; Rustin, P.; 
Koenig, M.; Puccio, H. Idebenone delays the onset of cardiac functional alteration 
without correction of Fe-S enzymes deficit in a mouse model for Friedreich ataxia. Hum 
Mol Genet, 2004, 13, pp. 1017-1024. 
Sharma, K.R.; Mynhier, M.A.; Miller, R.G. Cyclosporine increases muscular force 
generation in Duchenne muscular dystrophy. Neurology, 1993, 43, pp. 527-532. 
Siegel, I.M.; Miller, J.E.; Ray, R.D. Failure of corticosteroid in the treatment of 
Duchenne (pseudo-hypertrophic) muscular dystrophy. Report of a clinically matched 
three year double-blind study. IMJ III Med J, 1974, 145, pp. 32-33. 
Sieuwerts, A.M.; Klijn, J.G.M.; Peters, H.A.; Foekens, J.A. The MTT Tetrazolium salt 
assay scrutinized: how to use this assay reliably to measure metabolic activity of cell 
culture in vitro for the assessment of growth characteristics, IC 50 – values and cell 
survival. Eur J Clin Chem Clin Biochem, 1995, 33, pp. 813-823. 
Silveira, L.R.; Pilegaard, H.; Kusuhara, D.; Curi, R.; Hellesten, Y. The contraction 
induced increase in gene expression of peroxisome proliferator-activated receptor 
(ppar)-gamma coativator 1 alpha (pgc-1alpha), mitochondrial uncoupling protein 3 
(upc3) and hexokinase ii (hkii) in primary skeletal muscle cells is dependent on reactive 
oxygen species. Bioc Biop Acta Mol Cell Res, 2006, 1763, pp. 969-976. 
Sklar, R.M.; Brown, R.H. Methylprednisolone increases dystrophin levels by inhibiting 
myotubes death during myogenesis of normal human muscle in vitro. J Neurol Sci, 
1991, 101, pp. 73-81. 
Smith, C.V.; Jones, D.P.; Guenthner, T.M.; Lash, L.H.; Lauterburg, B.H 
Compartmentation of glutathione: implications for the study of toxicity and disease. 
Toxicol Appl Pharmacol, 1996, 140, pp. 1-12. 
112 
 
 
 
 
Sortino, M.A.; Battaglia, A.; Pamparana, F.; Carfagna, N.; Post, C.; Canonico, P.L. 
Neuroprotective effects of nicergoline in immortalized neurons. Eur J Pharmacol, 1999, 
368, pp. 285-290. 
Spencer, M.J.; Montecino-Rodriguez, E.; Dorshkind, K.; Tidball, J.G. Helper (CD4+) 
and cytotoxic (CD8+) T cells promote the pathology of dystrophin-deficient muscle. Clin 
Immunol, 2001, 98, pp. 235-243. 
Spencer, M.J.; Tidball, J.G. Do immune cells promote the pathology of dystrophin- 
deficient myopathies? Neuromusc Disord, 2001, 11, pp. 556-564. 
Spuler, S.; Engel, A.G. Unexpected sarcolemmal complement membrane attack 
complex deposits on nonnecrotic muscle fibers in muscular dystrophies. Neurology, 
1998, 50, pp. 41-46. 
Spurney, C.F.; Knoblach, S.; Pistilli, E.E.; Nagaraju, K.; Martin, G.R.; Hoffman, E.P. 
Dystrophin-deficient cardiomyopathy in mouse: expression of Nox4 and Lox are 
associated with fibrosis and altered functional parameters in the heart. Neuromuscul 
Disord, 2008, 18, pp. 371–381. 
Steinman, L. A molecular trio in relapse and remission in multiple sclerosis. Nat Rev 
Immunol, 2009, 9, pp. 440-447. 
Straub, V.; Ettinger, A.J.; Durbeej, M.; Venzke, D.P.; Cutshall, S.; Sanes, J.R.; 
Campbell, K.P. Epsilon-sarcoglycan replaces alpha-sarcoglycan in smooth muscle to 
form a unique dystrophin-glycoprotein complex. J Bio Chem, 1999, 274, pp. 27989- 
27996. 
Sugiyama, Y.; Fujita, T. Stimulation of the respiratory and phosphorylating activities in 
rat brain mitochondria by idebenone (CV-2619), a new agent improving cerebral 
metabolism. Federation of European Biochemical Societies, 1985, 184. 
Suno, M.; Terashita, Z.; Nagaoka, A. Inhibition of platelet aggregation by idebenone 
and the mechanism of the inhibition. Arch Gerontol Geriatr, 1989, 8, pp. 313-321. 
Tabebordbar, M.; Zhu, K.; Cheng, J.K.; Chew, W.L.; Widrick, J.J.; Yan, W.X.; Maesner, 
C.; Wu, E.Y.; Xiao, R.; Ran, F.A.; Cong, L.; Zhang, F.; Vandenburghe, L.H.; Church, 
G.M.; Wagers, A.J. In vivo gene editing in dystrophic mouse muscle and muscle stem 
cells. Science, 2016, 351, pp. 407-411. 
113 
 
 
 
 
Tai, K.K.; Pham, L.; Truong, D.D. Idebenone induces apoptotic cell death in the human 
dopaminergic neuroblastoma SHSY-5Y cells. Neurotox Res, 2011, 20, pp. 321-328. 
Takemitsu, M.; Ishiura, S.; Koga, R.; Kamakura, K.; Arahata, K.; Nonaka, I.; Sugita, H.; 
Dystrophin-related protein in the fetal and denervated skeletal muscles of normal and 
mdx mice. Biochem Biophys Res Commun., 1991, 180, pp. 1179-1186. 
Tanabe, T.; Beam, K.G.; Powell, J.A.; Numa, S. Restoration of excitation-contraction 
coupling and slow calcium current in dysgenic muscle by dihydropyridine receptor 
complementary DNA. Nature, 1988, 336, pp. 134-139. 
Takamitsu, Y.; Higashi, S. Clinical phase I study of Idebenone (CV-2619). Rinsho- 
Iyaku, 1985, 1, pp. 11-25. 
Terrill, J.R.; Radley-Crabb, H.G.; Grounds, M.D.; Arthur, P.G. N-acetylcysteine 
treatment of dystrophic mdx mice results in protein thiol modifications and inhibition of 
exercise induced myofiber necrosis. Neuromusc Disord, 2012, 22, pp. 427-434. 
Thal, L.J.; Grundman, M.; Berg, J.; Ernstrom, K.; Margolin, R.; Pfeiffer, E.; Weiner, 
M.F.; Zamrini, E.; Thomas, R.G. Idebenone treatment fails to slow cognitive decline in 
Alzheimer’s disease. Neurology, 2003, 9, pp. 1498-1502. 
Thomas, G.D.; Shaul, P.W.; Yuhanna, I.S.; Froehner, S.C.; Adams, M.E. 
Vasomodulation by skeletal muscle-derived nitric oxide requires alpha-syntrophin- 
mediated sarcolemmal localization of neuronal nitric oxide synthase. Circ Res, 2003, 
92, pp. 554-560. 
Tian, M.; Jacobson, C.; Gee, S.H.; Campbell, K.P.; Carbonetto, S.; Jucker, M. 
Dystroglycan in the cerebellum is a laminin alpha 2-chain binding protein at the glia- 
vascular interface and is expressed in Purkinjie cells. Eur J Neurosci, 1996, 8, pp. 
2739-2747. 
Tidball, J.G.; Wehling-Henricks, M. The role of free radicals in the pathophysiology of 
muscular dystrophy. J Appl Physiol, 2007, 102, pp. 1677-1686. 
Tidball, J.G.; Villalta, S.A. Regulatory interactions between muscle and immune 
system during muscle regeneration. Am J Physiol Regul Integra Comp Physiol, 2010, 
298, pp. R1173-R1187. 
114 
 
 
 
 
Tinsley, J.; Deconinck, N.; Fisher, R.; Kahn, D.; Phelps, S.; Gillis, J.M.; Davies, K. 
Expression of full-length utrophin prevents muscular dystrophy in mdx mice. Nat Med, 
1998, 4, pp. 1441-1444. 
Tinsley, J.M.; Fairclough, R.J.; Storer, R.; Wilkes, F.J.; Potter, A.C.; Squire, S.E.; 
Powell D.S.; Cozzoli, A.; Capogrosso, R.F.; Lambert, A.; Wilson, F.X.; Wren, S.P.; De 
Luca, A.; Davies, K.E. Daily treatment with SMTC1100, a novel small molecule 
utrophin upregulator, dramatically reduces the dystrophic symptoms in the mdx mouse. 
PLos One, 2011, 6: e19189. 
Tonon, C.; Lodi, R. Idebenone in Friedreich’s ataxia. Exp Opin Pharmacother, 2008, 
9, pp. 2327-2337. 
Tonon, E.; Ferretti, R.; Shiratori, J.H.; Santo Neto, H.; Marques, M.J.; Minatel, E. 
Ascorbic acid protects the diaphragm muscle against myonecrosis in mdx mice. 
Nutrition, 2012, 28, pp. 689-690. 
Torelli, S.; Brown, S.C.; Brockington, M.; Dolatshad, N.F.; Jimenez, C.; Skordis, L.; 
Feng, L.H.; Merlini, L.; Jones, D.H.; Romero, N.; Wewer, U.; Voit, T.; Sewry, C.A.; 
Noguchi, S.; Nishino, I.; Muntoni, F. Sub-cellular localisation of fukutin related protein 
in different cell lines and in the muscle of patients with MDC1C and LGMD2I. 
Neuromuscul Disord, 2005, 15, pp. 836-843. 
Torii, H. Yoshida, K.; Kobayashi, T.; Tsukamoto, T.; Tanayama, S. Disposition of 
Idebenone (CV-2619), a new cerebral metabolism improving agent, in rats and dogs. 
J Pharmacobiodyn, 1985, 8, pp. 457-467. 
Turner, P.R.; Fong, P.Y.; Denetelaw, W.F.; Steinhardt, R.A.; Increased calcium influx 
in dystrophic muscle. J Cell Biol, 1991, 111, pp. 1701-1712. 
Turner, P.R.; Westwood, T.; Regen, C.M.; Steinhardt, R.A. Increased protein 
degradation results from elevated free calcium levels found in muscle from mdx mice. 
Nature, 1988, 335, pp. 735-738. 
Uaesoontrachoon, K.; Quinn, J.L.; Tatem, K.S.; Van Der Meulen, J.H.; Yu, Q.; Phadke, 
A.; Miller, B.K.; Gordish-Dressman, H.; Ongini, E.; Miglietta, D.; Nagaraju, K. Long- 
term treatment with naproxcinod significantly improves skeletal and cardiac disease 
phenotype in the mdx mouse model of dystrophy. Hum Mol Genet, 2014, 23, pp. 3239- 
3249. 
115 
 
 
 
 
Umphred, D.A.; Reabilitação Neurológica. Manole, 2004, 4ª Edição. 
 
Urtasun, R.; Lopategi, A.; George, J.; Leung, T.M.; Lu, Y.; Wang, X.; Ge, X.; Fiel, M.I.; 
Nieto, N. Osteopontin, an oxidant stress sensitive cytokine, up-regulates collagen-I via 
integrin α(V)β(3) engagement and PI3K/pAkt/NFkB signaling. Hepatology, 2012, 55, 
pp. 594-608. 
Valko, M.; Rhodes, C.; Moncol, J.; Izakovic, M.; Mazur, M. Free radicals, metals and 
antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chem Biol Interact, 2006, 160, pp. 1- 
40. 
Valko, M.; Leibfritz, D.; Moncol, J.; Cronin, M.T.; Mazur, M.; Telser, J. Free radicals 
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J Biochem 
Cell Biol, 2007, 39, pp. 44-84. 
Vandebrouck, A.; Ducret, T.; Basset, O.; Sebille, S.; Raymond, G.; Ruegg, U.; Gailly, 
P.; Cognard, C.; Constantin, B. Regulation of store-operated calcium entries and 
mitochondrial uptake by minidystrophin expression in cultured myotubes. FASEB J, 
2006, 20, pp. 136-138. 
Vary, T.; Dardevet, D.; Grizard, J.; Voisin, C.; Buffiere, P.; Denis, P.; Breuille, D.; Obled, 
C. Pentoxifylline improves insulin action limiting skeletal muscle catabolism after 
infection. J Endocrin, 1999, 163, pp. 15-24. 
Vasconcelos, V.M.; Wiegand, C.; Pflugmacher, S. Dynamics of glutathione-S- 
transferases in Mytilus galloprovincialis exposed to toxic Microcystis aeruginosa cells, 
extracts and pure toxins. Toxicon, 2007, 50, pp. 740-745. 
Vetrone, S.A.; Montecino-Rodriguez, E.; Kudryashova, E.; Kramerova, I.; Hoffman, 
E.P.; Liu, S.D.; Miceli, M.C.; Spencer, M.J. Osteopontin promotes fibrosis in dystrophic 
mouse muscle by modulating immune cell subsets and intramuscular TGF-beta. J Clin 
Invest, 2009, 119, pp. 1583-1594. 
Vidal, B.; Serrano, A.L.; Tjwa, M.; Suelves, M.; Ardite, E.; De Mori, R.; Baeza-Raja, B.; 
Martinez de Lagran, M.; Lafuste, P.; Ruiz-Bonilla, V.; Jardi, M.; Gherardi, R.; Christov, 
C.; Dierssen, M.; Carmeliet, P.; Degen, J.L.; Dewerchin, M.; Munoz-Canoves, P. 
Fibrogen drives dystrophic muscle fibrosis via TGFbeta/alternative macrophage 
activation pathway. Gene Dev, 2008, 22, pp. 1747-1752. 
116 
 
 
 
 
Vieira, N.M.; Elvers, I.; Alexander, M.S.; Lindblad-Toh, K.; Kunkel, L.M.; Zatz, M. 
Jagged 1 rescues the Duchenne muscular dystrophy phenotype. Cell, 2015, 163, pp. 
1-10. 
Villalta, S.A.; Nguyen, X.; Deng, B.; Gotoh, T.; Tidball, J.G. Shifts in macrophage 
phenotypes and macrophage competition for arginine metabolism affect severity of 
muscle pathology in muscular dystrophy. Hum Mol Genet, 2009, 18, pp. 482-496. 
Villalta, S.A.; Rinaldi, C.; Deng, B.; Liu, G.; Fedor, B.; Tidball, J.G. Interleukin-10 
reduces the pathology of mdx muscular dystrophy by deactivating M1 macrophages 
and modulating macrophage phenotype. Hum Mol Genet, 2011, 20, pp. 790-805. 
Wallace, G.Q.; McNally, E.M.; Mechanisms of muscle degeneration, regeneration and 
repairin the muscular dystrophies. Annu. Ver Physiol., 2009, 71, pp. 37-57. 
Walsh, M.P.; Busaan, J.L.; Fraser, E.D.; Fu, S.Y.; Pato, M.D.; Michalak, M. 
Characterization of the recombinant C-terminal domain of dytrophin: phosphorylation 
by calmodulin-dependent protein kinase II and dephosphorylation by type 2B protein 
phosphatase. Biochem, 1995, 34, pp. 5561-5568. 
Webster, C.; Silberstein, L.; Hays, A.P.; Blau, H.M. Fast muscle fibers are preferentially 
affected in Duchenne muscular dystrophy. Cell, 1988, 52, pp. 503-513. 
Wehling, M.; Spencer, M.J.; Tidball, J.G. A nitric oxide synthase transgene ameliorates 
muscular dystrophy in mdx mice. J Cell Biol, 2001, 155, pp. 123-131. 
Weisiger, R.A.; Fridovich, I. Superoxide dismutase. Organelle specificity. J Biol Chem, 
1973, 248, pp. 3582-3592. 
Wheeler, M.T.; Zarnegar, S.; McNally, E.M. Zeta-sarcoglycan, a novel component of 
the sarcoglycan complex, is reduced in muscular dystrophy. Hum Mol Genet, 2002, 
11, pp. 2147-2154. 
Whitehead, N.P.; Yeung, E.W.; Allen, D.G. Muscle damage in mdx (dystrophic) mice: 
role of calcium and reactive oxygen species. Clin Exp Pharmac Physiol, 2006, 33, pp. 
657-662. 
Whitehead, N.P.; Pham, C.; Gervasio, O.L.; Allen, D.G. N-Acetylcysteine ameliorates 
skeletal muscle pathophysiology in mdx mice. J Physiol, 2008, 586, pp. 2003–2014. 
117 
 
 
 
 
Whitehead, N.P.; Yeung, E.W.; Froehner, S.C.; Allen, D.G. Skeletal muscle NADPH 
oxidase is increased and triggers stretch-induced damage in the mdx mouse. PloS 
one, 2010, 5:e15354. 
Wieland, M.; Sittig, C.; Brunette, D.M.; Textor, M.; Spencer, N.D.; Measurement and 
evaluation of the chemical composition and topography of titanium implant surfaces. 
In: Bone engineering. Davies JE, editor. Toronto: em squared inc., 2000, pp. 163-182. 
Williams, I.A.; Allen, D.G. The role of reactive oxygen species in the hearts of 
dystrophin-deficient mdx mice. Am J Physiol – Heart and Circulatory, 2007, 293, pp. 
H1969-H1977. 
Winterbourn, C.C.; Hawkins, R.E.; Brian, M.; Carrell, R.W. The estimation of red cell 
superoxide dismutase activity. J Lab Clin Med, 1975, 85, pp. 337-341. 
Woolf, P.J.; Lu, S.; Cornford-Nairn, R.; Watson, M.; Xiao, X.H.; Holroyd, S.M.; Brown, 
L.; Hoey, A.J. Alterations in dihydropyridine receptors in dystrophin-deficient cardiac 
muscle. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2006, 290, pp. H2439-H2445. 
Yamada, H.; Shimizu, T.; Tanaka, T.; Campbell, K.P.; Matsumura, K. Dystroglycan is 
a binding protein of laminin and merosin in peripheral nerve. FEBS Lett, 1994, 352, pp. 
49-53. 
Yang, B. Jung, D.; Motto, D. Meyer, J.; Koretzky, G.; Campbell, K.P. Identification of 
α-syntrophin binding to syntrophin triplet, dystrophin, and utrophin. J Biol Chem, 1995, 
270, pp. 4975-4978. 
Yang, S.Y.; Hoy, M.; Fuller, B.; Sales, K.M.; Seifalian, A.M.; Winslet, M.C. Pretreatment 
with insulin-like growth factor I protects skeletal muscle cells againts oxidative damage 
via PI3K/Akt and ERK1/2 MAPK pathways. Lab Invest, 2010, 90, pp. 391-401. 
Yeung, E.W.; Whitehead, N.P.; Suchyna, T.M.; Gottlieb, P.A.; Sachs, F.; Allen, D.G. 
Effects of strentch-activated channel blockers on [Ca2+]i and muscle damage in the 
mdx mouse. J Physiol, 2005, 562, pp. 367-380. 
Yokota, T.; Lu, Q.L.; Partridge, T.; Kobayashi, M.; Nakamura, A.; Takeda, S.; Hoffman, 
E. Efficacy of systemic morpholino exon-skipping in Duchenne dystrophy dogs. Ann 
Neurol, 2009, 65, pp. 667-676. 
Yoshida, M.; Ozawa, E.; Glycoprotein complex anchoring dystrophin to sarcolemma. 
J. Biochem., 1990, 108, pp. 748-752. 
118 
 
 
 
 
Yoshida, T.; Pan, Y.; Hanada, H.; Iwata, Y.; Shigekawa, M. Bidirectional signaling 
between sarcoglycans and the integrin adhesion system in cultured L6 myotubes, J 
Biol Chem, 1998, 273, pp. 1583-1590. 
Yoshida, M.; Hama, H.; Ishikawa-Sakurai, M.; Imamura, M.; Mizuno, Y.; Araishi, K.; 
Wakabayashi-Takai, E.; Noguchi, S.; Sasaoka, T. Ozawa, E.; Biochemical evidence 
for association of dystrobrevin with the sarcoglycan-sarcospan complex as a basis for 
understanding sarcoglycanopathy. Hum Mol Genet, 2000, 9, pp. 1033-1040. 
Yoshikawa, T.; Naito, Y.; Kishi, A.; Tomii, T.; Kaneko, T.; Iinuma, S.; Ichikawa, H.; 
Yasuda, M.; Takahashi, S.; Kondo, M. Role of active oxygen, lipid peroxidation, and 
antioxidants in the pathogenesis of gastric mucosal injury induced by indomethacin in 
rats. Gut, 1993, 34, pp. 732-737. 
Yoshikawa, S.; Muramoto, K.; Shinzawa-Itoh, K.; Aoyama, H.; Tsukihara, T.; 
Shimokata, K.; Katayama, Y.; Shimada, H. Proton pumping mechanism of bovine heart 
cytochrome c oxidase. Biochim Biophys Acta, 2006, 1757, pp. 1110-1116. 
Yu, P.H. Pharmacological and clinical implications of MAO-B inhibitors. Gen 
Pharmacol, 1994, 25, pp. 1527-1539. 
Zatz, M. de Paula, F.; Starling, A.; Vainzof, M.; The 10 autosomal recessive limb-girdle 
muscular dystrophies. Neurom Disord, 2003, 13, pp. 532-544. 
Zhang, J. Xu, Y.; Pan, L.; Chen, T.; Chen, Z.; Zhao, R. Effect of simvastatin on collagen 
I deposition in non-infarcted myocardium: role of NF-kB and osteopontin. Can J Physiol 
Pharmacol, 2010, 88, pp. 1026-1034. 
Zs.-Nagy, I.; Floyd, R.A. ESR spin trapping studies on the OH free radical reactions of 
idebenone. Arch Gerontol Geriatr, 1990, 11, pp. 215-231. 
de Zwart, L.L.; Meerman, J.H.; Commandeur, J.N.; Vermeulen, N.P. Biomarkers of 
free radical damage applications in experimental animals and in humans. Free Radic 
Biol Med, 1999, 26, pp. 206-226. 
  
  
